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ABSTRACT
FLOW SYSTEMS FOR CLINICAL ANALYSIS 
USING IMMOBILIZED ENZYMES AND 
CHEMILUMINESCENCE DETECTION
by
JEROME L .  MULLIN 
U n i v e r s i t y  o f  New H a m p s h i r e ,  December ,  1983
A n a l y t i c a l  s y s t e m s  u s e d  i n  a  c l i n i c a l  s e t t i n g  s h o u l d  o f f e r  h i g h  
s a m p l e  t h r o u g h p u t  and  e a s e  o f  o p e r a t i o n ,  w h i l e  a t  t h e  same t i m e  
p r o v i d i n g  s e l e c t i v e ,  s e n s i t i v e ,  a c c u r a t e  and  p r e c i s e  d e t e r m i n a t i o n s  o f  
c l i n i c a l l y  i m p o r t a n t  a n a l y t e s .  D e s c r i b e d  i n  t h i s  s t u d y  a r e  two f l o w  
s y s t e m s  b a s e d  on  c h e m i l u m i n e s c e n c e  (CL) d e t e c t i o n  t h a t  p r o v i d e  t h e  
f e a t u r e s  i m p o r t a n t  i n  a p r a c t i c a l  c l i n i c a l  m e t h o d :  a  f l o w  i n j e c t i o n
a n a l y s i s  (FIA) s y s t e m  an d  a tw o  p h a s e  f l o w  s y s t e m .  B o th  s y s t e m s  t a k e  
a d v a n t a g e  o f  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  enzyme r e a c t i o n s .
FIA s y s t e m s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  C r ( l l l )  and  g l u c o s e ,  b a s e d  on
l u m i n o l  CL w e r e  d e v e l o p e d .  The C r ( I I l )  s y s t e m  u s e d  EDTA a s  a  m a s k i n g  
a g e n t  t o  e l i m i n a t e  i n t e r f e r e n c e s  f r o m  o t h e r  m e t a l  i o n s ,  m a k i n g  i t  
s e l e c t i v e  f o r  C r ( I I l ) .  The FIA s y s t e m  f o r  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n  i n  
b i o l o g i c a l  f l u i d s  was b a s e d  on t h e  u s e  o f  g l u c o s e  o x i d a s e ,  w h i c h  was  
c o v a l e n t l y  i m m o b i l i z e d  t o  c o n t r o l l e d  p o r o s i t y  g l a s s  b e a d s .  The
i m m o b i l i z e d  enzymes  w e r e  p a c k e d  i n t o  a co lum n  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  FIA
s y s t e m .  Optimum o p e r a t i n g  c o n d i t i o n s ,  d e t e c t i o n  l i m i t s  and  l i n e a r  
r a n g e s  w e r e  d e t e r m i n e d .  The s y s t e m  was  c a p a b l e  o f  s a m p l i n g  r a t e s  a s  
h i g h  a s  240 s a m p l e s / h o u r .  T h e r e  was  no s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  a t  t h e
xii
95% c o n f i d e n c e  l e v e l  b e t w e e n  CL-FIA r e s u l t s  f o r  b l o o d  g l u c o s e  
d e t e r m i n a t i o n  and  r e s u l t s  o b t a i n e d  by a  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  r e f e r e n c e  
m e th o d .  The i m m o b i l i z e d  g l u c o s e  o x i d a s e  was q u i t e  s t a b l e  and  c o u l d  be 
r e u s e d  f o r  many a s s a y s .
The tw o  p h a s e  f l o w  s y s t e m  w o rk  e m p l o y e d  a  c u s t o m - d e s i g n e d  f l o w  c e l l  
t h a t  f e a t u r e d  enzym es  i m m o b i l i z e d  by e n t r a p m e n t  by a m em brane .  A n a l y t e  
i n  t h e  f l o w  s t r e a m  c o u l d  d i f f u s e  u n d e r  a c o n c e n t r a t i o n  g r a d i e n t  a c r o s s  
t h e  m em brane  i n t o  t h e  r e a g e n t  c e l l .  T he o ry  d e s c r i b i n g  t h e  p e r f o r m a n c e  
o f  t h e  c e l l  was was d e v e l o p e d .  The s y s t e m  was c h a r a c t e r i z e d  u s i n g  t h e  
p e r o x i d  s e - c a t a l y z e d  l u m i n o l  r e a c t i o n ,  f i r e f l y  b i o l u m i n e s c e n c e  (BL) and  
b a c t e r i a l  BL. The k i n e t i c s  o f  t h e  l u m i n o l  and  f i r e f l y  r e a c t i o n s  w e r e  
v a r i e d  i n  o r d e r  t o  o b s e r v e  t h e  e f f e c t  o f  r e a c t i o n  r a t e  on  r e s p o n s e  t i m e .  
R i s e  and  f a l l  t i m e s  t o  s t e a d y  s t a t e  e m i s s i o n  w e r e  m e a s u r e d ,  a s  w e r e  t h e  
r e l a t i v e  i n t e n s i t i e s  f o r  t h e  v a r i o u s  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s .  R i s e  t i m e s  a s  
f a s t  a s  40 s e c o n d s  w e r e  o b s e r v e d  f o r  t h e  f i r e f l y  r e a c t i o n  when 10  
mg/mL o f  a p y r a s e  was  a d d e d  t o  t h e  s y s t e m .  The b a c t e r i a l  BL s y s t e m  
e x h i b i t e d  much s l o w e r  r e s p o n s e  t h a n  t h e  m o d i f i e d  f i r e f l y  s y s t e m s ,  b u t  
t h e  b a c t e r i a l  s y s t e m  was  m ore  s t a b l e  o v e r  t i m e .  R e s p o n s e  t i m e  i n  t h e  
b a c t e r i a l  s y s t e m  was a f u n c t i o n  o f  NADH c o n c e n t r a t i o n .  The p e r f o r m a n c e  
of  t h e s e  s y s t e m s  f o r  ATP and  NADH d e t e r m i n a t i o n  was  i n v e s t i g a t e d ,  and  




I n t r o d u c t i o n
The phe nom e na  o f  chem i l u m i n e s c e n c e  (CL) and  b i o  l u m i n e s c e n c e  (BL) 
h a v e  f a s c i n a t e d  m a n k in d  s i n c e  t h e  f i r s t  f i r e f l y  was s e e n .  R e c e n t l y ,  
t h e r e  h a s  b e e n  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  a t t e n t i o n  g i v e n  t o  t h e s e  i n t e r e s t i n g  
r e a c t i o n s  b e c a u s e  o f  t h e i r  p o t e n t i a l  a p p l i c a t i o n  t o  c l i n i c a l  a n a l y s i s .
T h i s  i n t e r e s t  i s  c o n f i r m e d  by t h e  l a r g e  num ber  o f  r e c e n t  r e v i e w s  d e a l i n g  
w i t h  a n a l y t i c a l  a p p l i c a t i o n s  o f  CL and  BL ( 1 ,  2 ,  3 ,  4 ,  5,  6 , 7) .
CL i s  l i g h t  e m i s s i o n  a c c o m p a n y i n g  a c h e m i c a l  r e a c t i o n .  BL i s  a 
s p e c i a l  c a s e  o f  CL, b e i n g  CL o b s e r v e d  i n  o r  d e r i v e d  f rom  l i v i n g  
o r g a n i s m s .  The tw o  p henom ena  a r e  e s s e n t i a l l y  t h e  same f ro m  t h e  p o i n t  o f  
v i e w  o f  t h e  a n a l y s t .  I n  t h i s  d i s s e r t a t i o n ,  CL w i l l  o f t e n  be  u s e d  i n  
r e f e r e n c e  t o  b o t h .  M e th o d s  b a s e d  on CL o f f e r  s e v e r a l  i m p o r t a n t  
a d v a n t a g e s  t o  a n a l y t i c a l  and  c l i n i c a l  c h e m i s t s .
P r i n c i p l e s
CL e m i s s i o n  o c c u r s  when a  c h e m i c a l  r e a c t i o n  y i e l d s  a n  e l e c t r o n i c a l l y  
e x c i t e d  p r o d u c t  w h i c h  c a n  e m i t  l i g h t  i t s e l f  o r  t r a n s f e r  i t s  e n e r g y  t o  
a n o t h e r  m o l e c u l e  t h a t  c a n  e m i t .  T h i s  p r o c e s s  c a n  be  s u m m a r i z e d  a s
A + B  > C* (1 .1)
C* -------> C + l i g h t  ( 1 . 2 )
A and  B a r e  t h e  CL r e a c t a n t s ,  C i s  t h e  e l e c t r o n i c a l l y  e x c i t e d  p r o d u c t ,  
and C i s  t h e  g ro u n d  s t a t e  p r o d u c t .  The e m i s s i o n  p r o c e s s  i s  a n a l o g o u s  t o
1
2f l u o r e s c e n c e .  The d i s t i n c t i o n  b e t w e e n  CL and  f l u o r e s c e n c e  i s  i n  t h e  
m eans  o f  o b t a i n i n g  t h e  e x c i t e d  s t a t e .  E ne rg y  r e q u i r e d  t o  p r o d u c e  t h e  
e x c i t e d  s t a t e  i n  CL i s  d e r i v e d  f ro m  a c h e m i c a l  r e a c t i o n ,  r a t h e r  t h a n  
f ro m  i r r a d i a t i o n .  T h i s  p r o c e s s  i s  r e f e r r e d  t o  a s  c h e m i e x c i t a t i o n .
A r e a c t i o n  m u s t  m e e t  t h r e e  r e q u i r e m e n t s  i n  o r d e r  t o  p r o d u c e  CL (2 ,  
7 ) :  1) s u f f i c i e n t  e n e r g y  t o  p o p u l a t e  a n  e x c i t e d  s t a t e  m u s t  be a v a i l a b l e  
f r o m  t h e  c h e m i c a l  r e a c t i o n ,  2 ) t h e  r e a c t i o n  p a t h w a y  m u s t  f a v o r  f o r m a t i o n  
o f  e x c i t e d  s t a t e  p r o d u c t ,  and  3) t h e  e l e c t r o n i c a l l y  e x c i t e d  s t a t e  m u s t  
be  c a p a b l e  o f  e m i t t i n g  a  p h o t o n  i t s e l f  o r  t r a n s f e r r i n g  i t s  e n e r g y  t o  
some o t h e r  m o l e c u l e  t h a t  c a n  e m i t .
The e f f i c i e n c y  o f  CL, ^CL’ c a n  be  d e f i n e d  a s  f o l l o w s :
BL r e a c t i o n s  t y p i c a l l y  h a v e  e f f i c i e n c i e s  on  t h e  o r d e r  o f  0 .05 ,  m o s t  n o n -  
b i o l o g i c a l  CL r e a c t i o n s  h a v e  e f f i c i e n c i e s  o f  a b o u t  0.01 o r  l e s s  ( 7 ,  1).
C h e m ic a l  A n a l y s i s  Based  on CL and  BL 
The i n t e n s i t y  o f  CL, 1 ^ ,  d e p e n d s  on  b o t h  t h e  e f f i c i e n c y  of  t h e  
r e a c t i o n  and  t h e  r a t e  a t  w h i c h  e l e c t r o n i c a l l y  e x c i t e d  p r o d u c t  i s  f o r m e d ,
# p h o t o n s  e m i t t e d
( 1 . 3 )
The e x p r e s s i o n  f o r  i n c l u d e s  t h e  e f f i c i e n c y  o f  p o p u l a t i o n  o f  t h e
and  t h e  e f f i c i e n c y  of  e m i s s i o n ,  o f  t h e  e x c i t e d
s t a t e :
# e x c i t e d  s t a t e s  fo rm ed # p h o t o n s  e m i t t e d
/cL “ ^ex
# m o l e c u l e s  r e a c t e d
x / FL
# e x c i t e d  s t a t e s  fo rm ed
(1.4)
BL r e a c t i o n s  a r e  m o r e  e f f i c i e n t  t h a n  CL r e a c t i o n s .  The f i r e f l y  
r e a c t i o n ,  f o r  e x a m p l e ,  h a s  a / CL o f  a b o u t  0 .8 8 ,  o r  8 8 % ( 1 ) .  B a c t e r i a l
3a s  shown b e l o w :
p h o t o n s dC m o l e c u l e s  r e a c t e d
= / c L  x ( 1 . 5 )
se c d t sec
I n  p r a c t i c e ,  t h e  m e a s u r e d  i n t e n s i t y  a l s o  d e p e n d s  on  d e t e c t o r  
e f f i c i e n c y  and  t h e  g e o m e t r i c a l  e f f i c i e n c y  of  t h e  i n s t r u m e n t a l  a r r a n g e m e n t  
( p h o t o n s  r e a c h i n g  d e t e c t o r / t o t a l  p h o t o n s  e m i t t e d ) .
When u s i n g  CL f o r  c h e m i c a l  a n a l y s i s ,  t h e  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  a r e  
a d j u s t e d  t o  make CL i n t e n s i t y  a  f u n c t i o n  o f  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n .  T h i s  
i s  a c c o m p l i s h e d  by c h o o s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  s u c h  t h a t  t h e  a n a l y t e  i s  t h e  
l i m i t i n g  r e a g e n t  i n  t h e  CL r e a c t i o n .  A l l  o t h e r  n e c e s s a r y  r e a c t a n t s  a r e  
p r e s e n t  i n  e x c e s s .  For  t h e  c a s e  w h e r e  t h e  CL r e a c t i o n  i s  f i r s t  o r d e r  i n  
a n a l y t e ,  e q u a t i o n  1.5 r e d u c e s  t o  t h e  f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  f o r  1 ^  a t  any 
t i m e  t  a f t e r  m i x i n g  o f  a n a l y t e  w i t h  t h e  o t h e r  r e a g e n t s :
w h e re  K i s  a r a t e  c o n s t a n t  and [A] t  i s  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n  a s  a 
f u n c t i o n  o f  t i m e .
T h e r e  a r e  tw o  b a s i c  a p p r o a c h e s  t o  CL m e a s u r e m e n t .  Most  a s s a y s  
i n v o l v e  s i n g l e  p h a s e  CL, i n  w h i c h  a l l  r e a c t a n t s ,  i n c l u d i n g  t h e  a n a l y t e ,  
a r e  m ix e d  i n  a  s i n g l e  s o l u t i o n .  How ever ,  t h e r e  i s  g r o w i n g  i n t e r e s t  i n  
two  p h a s e  CL, w h i c h  i n v o l v e s  c o n t a c t  b e t w e e n  two  d i s t i n c t  p h a s e s .  T h e s e  
tw o  a p p r o a c h e s  may be  r e f e r r e d  t o  as  hom ogeneous  and  h e t e r o g e n e o u s  a s s a y  
s y s t e m s ,  r e s p e c t i v e l y .
Homogeneous CL S y s t e m s :
T h e r e  a r e  tw o  b a s i c  a p p r o a c h e s  t o  hom ogeneous  CL a s s a y .  The 
f i r s t ,  and  m o s t  commonly u s e d  a p p r o a c h ,  i s  t o  m ix  a n a l y t e  r a p i d l y  w i t h
XC L ( t )  “  K ^ C L ^ A^t ( 1 . 6 )
4r e a g e n t s  and  m e a s u r e  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  r e s u l t i n g  l i g h t  a s  a f u n c t i o n  
o f  t i m e .  The s e c o n d  a p p r o a c h  i n v o l v e s  m i x i n g  a n a l y t e  and r e a g e n t s  
c o n t i n u o u s l y  i n  a  c e l l  i n  a  f l o w  s y s t e m .  T h i s  p r o d u c e s  a  s t e a d y  s t a t e  
l i g h t  o u t p u t  w h i c h  i s  r e c o r d e d .  The s t e a d y  s t a t e  > s  r e a c h e d  when t h e  
r a t e  o f  a n a l y t e  m i x i n g  w i t h  r e a g e n t s  i s  e q u a l  t o  t h e  r a t e  o f  a n a l y t e  
c o n s u m p t i o n  p l u s  t h e  r a t e  a t  w h i c h  a n a l y t e  l e a v e s  t h e  r e a c t i o n  c e l l .  
T h e s e  tw o  a p p r o a c h e s  h a v e  b e e n  t e r m e d  t h e  " b a t c h  m e th o d "  and  t h e  
" c o n t i n u o u s  m e t h o d "  ( 2 ) .  The b a t c h  m e t h o d  h a s  b e e n  t h e  m e t h o d  o f  c h o i c e  
f o r  m o s t  s o l u t i o n  p h a s e  a n a l y s e s ,  w h i l e  t h e  c o n t i n u o u s  m e th o d  h a s  s e e n  
m ore  a p p l i c a t i o n  i n  a u t o m a t e d  i n s t r u m e n t s  and i n  ga s  p h a s e  CL (2 ) .  
D e t a i l s  o f  t h e  c o n t i n u o u s  m e t h o d  w i l l  n o t  be  d i s c u s s e d  f u r t h e r  h e r e ,  
a l t h o u g h  c e r t a i n  f e a t u r e s  o f  t h i s  a p p r o a c h ,  s u c h  a s  t h e  a t t a i n m e n t  o f  a 
s t e a d y  s t a t e ,  w i l l  a p p e a r  i n  t h e  d i s c u s s i o n  o f  tw o  p h a s e  s y s t e m s .
When an  a n a l y t e  s o l u t i o n  i s  m ix e d  w i t h  a s o l u t i o n  o f  CL r e a g e n t s ,  
a n  i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e  o f  t h e  g e n e r a l  s h a p e  shown i n  F i g u r e  1 -1  i s  
o b t a i n e d .  The e x a c t  s h a p e  o f  t h i s  c u r v e  i s  d e t e r m i n e d  by t h e  r e a c t i o n  
k i n e t i c s ,  t h e  m i x i n g  p r o c e s s ,  and  a ny  v a r i a t i o n s  i n  J^q-^  t h a t  may o c c u r  
d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e  r e a c t i o n .  Changes i n  ^^  c o u l d  be c a u s e d  by 
q u e n c h i n g  o f  e m i s s i o n  by p r o d u c t s  o r  r e a c t a n t s .  I n  s u c h  c a s e s ,  c h a n g e s  
i n  $ CL w i l l  be  o b s e r v e d  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  q u e n c h e r  c h a n g e s  d u r i n g  
t h e  r e a c t i o n  ( 2 ) .
T h e r e  a r e  tw o  ways  t o  a n a l y z e  t h e  i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e  o b t a i n e d  i n  
a  b a t c h - t y p e  CL a s s a y .  The i n t e n s i t y  c a n  be  m e a s u r e d  a t  a s p e c i f i c  t i m e  
a f t e r  m i x i n g ,  o r  t h e  c u r v e  c a n  be  i n t e g r a t e d  f o r  a  s p e c i f i e d  am oun t  o f  
t i m e .  O f t e n ,  t h e  maximum i n t e n s i t y  w i l l  b e  m e a s u r e d  and r e l a t e d  t o  
a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n .  Use o f  p e a k  i n t e n s i t y  o f f e r s  t h e  a d v a n t a g e s  of  
s p e e d  ( s i n c e  t h e  e n t i r e  i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e  need  n o t  be  r e c o r d e d ) ,
5CL
t im e
F i g u r e  1 - 1 .  G e n e r a l i z e d  i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e  f o r  a  CL r e a c t i o n .
6c o n v e n i e n c e  and  h i g h  s e n s i t i v i t y .  I n  a d d i t i o n ,  e f f e c t s  f r o m  p o s s i b l e
s i d e  r e a c t i o n s  t h a t  p r o d u c e  o r  consume a n a l y t e  a r e  s y s t e m a t i c a l l y  
r e d u c e d  ( 2 ) .  T h e r e  i s  a d i s a d v a n t a g e  t o  u s i n g  t h e  i n t e n s i t y  maximum, 
h o w e v e r .  S i n c e  t h i s  t y p e  o f  CL a s s a y  i s  r e a l l y  a  f o r m  o f  k i n e t i c  
a n a l y s i s ,  any  f a c t o r ,  s u c h  a s  t e m p e r a t u r e  v a r i a t i o n ,  t h a t  a f f e c t s  
r e a c t i o n  r a t e  w i l l  a f f e c t  t h e  maximum i n t e n s i t y  ( 2 ) .
When u s i n g  t h e  maximum i n t e n s i t y  m e t h o d ,  i t  i s  e s s e n t i a l  t h a t  t h e  
m i x i n g  o f  a n a l y t e  and  r e a g e n t s  b e  h i g h l y  r e p r o d u c i b l e ,  o t h e r w i s e ,  t h e  
p r e c i s i o n  o f  t h e  m e th o d  w i l l  b e  i n t o l e r a b l y  p o o r .  V a r i a t i o n s  i n  m i x i n g  
can  h a v e  s i g n i f i c a n t  e f f e c t s  on  t h e  i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e .  I t  i s  
p r e f e r a b l e  t o  c h o o s e  a s y s t e m  i n  w h i c h  m i x i n g  i s  r a p i d  c o m p a r e d  t o  t h e  
r e a c t i o n  k i n e t i c s ,  b e c a u s e  t h e  e f f e c t  o f  m i x i n g  on  t h e  i n t e n s i t y - t i m e  
c u r v e  i s  n o t  so g r e a t  a s  i t  i s  when m i x i n g  r a t e  and  r e a c t i o n  r a t e  a r e  
c o m p a r a b l e  ( 2 ) .
The a l t e r n a t i v e  t o  r e l a t i n g  maximum i n t e n s i t y  t o  c o n c e n t r a t i o n  i s  
t o  i n t e g r a t e  a l l  o r  p a r t  o f  t h e  i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e .  The i n t e g r a t e d  
i n t e n s i t y  c a n  be  e x p r e s s e d  a s
I n t e g r a t e d  i n t e n s i t y  c a n  t h e n  be r e l a t e d  t o  c o n c e n t r a t i o n .  E q u a t i o n  1.7
The i n t e g r a t e d  1 ^  w i l l  b e  i n d e p e n d e n t  o f  r e a c t i o n  r a t e  i f  t h e  e n t i r e  
i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e  i s  i n t e g r a t e d .  T h i s  i s  a  t y p e  o f  " e q u i l i b r i u m "  o r  
"end p o i n t "  a n a l y s i s  ( 2 ) .  R e s u l t s  w i l l  be  s o m e w h e re  b e t w e e n  p u r e  end 
p o i n t  and  p u r e  k i n e t i c  a n a l y s i s  i f  o n l y  p a r t  o f  t h e  i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e  
i s  i n t e g r a t e d ,  and t h e  e f f e c t s  o f  r e a c t i o n  r a t e  on  t h i s  i n t e g r a t e d
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h a s  b e e n  s o l v e d  f o r  f i r s t  o r d e r  k i n e t i c s c o n s t a n t  ( 2 ) .
7i n t e n s i t y  c a n  be  d e t e r m i n e d  o n l y  i f  t h e  r a t e  p a r a m e t e r s  and  i n t e g r a t i o n  
i n t e r v a l  a r e  known ( 2 ) .
One o f  t h e  s i m p l e s t  d e v i c e s  f o r  a  b a t c h  t y p e  CL m e a s u r e m e n t  i s
shown i n  F i g u r e  1 - 2 .  The s a m p l e  i s  i n j e c t e d  by a  s y r i n g e  t h r o u g h  a
s e p tu m  i n t o  a  c e l l  c o n t a i n i n g  r e a g e n t  s o l u t i o n .  The c e l l  i s  m o u n te d  i n  
f r o n t  o f  a  p h o t o m u l t i p l i e r  t u b e  (PMT). I n  t h i s  c a s e ,  one  d e p e n d s  on  t h e
f o r c e  o f  t h e  i n j e c t i o n  t o  p r o v i d e  a d e q u a t e  m i x i n g .  W h i l e  t h i s  i s  o f t e n
a s a f e  a s s u m p t i o n  when u s i n g  r e a c t i o n s  w i t h  s l o w  k i n e t i c s ,  i t  i s  v e r y  
d i f f i c u l t  t o  o b t a i n  good p r e c i s i o n  when u s i n g  r e a c t i o n s  w i t h  f a s t  
k i n e t i c s .  A u t o m a t e d  i n j e c t o r s  b a s e d  on  t h i s  t y p e  o f  a r r a n g e m e n t  o f f e r  
som ew hat  m ore  s a t i s f a c t o r y  r e s u l t s ,  b u t  s t i l l  s u f f e r  f r o m  a l a c k  o f  
c o n v e n i e n c e  and  p r e c i s i o n  f o r  f a s t  r e a c t i o n s .
The r e c e n t l y  i n t r o d u c e d  t e c h n i q u e  o f  f l o w  i n j e c t i o n  a n a l y s i s  (FIA) 
o f f e r s  many a d v a n t a g e s  a s  a s y s t e m  f o r  m a k in g  b a t c h  t y p e  CL m e a s u r e m e n t s .  
FIA i s  s o m e w h a t  s i m i l a r  t o  c o n t i n u o u s  f l o w  a n a l y s i s  d e v e l o p e d  by Skeggs 
( 8 ) ,  b u t  i n v o l v e s  no a i r  s e g m e n t a t i o n .  S a m p le s  a r e  i n j e c t e d  by a s a m p l e  
v a l v e  d i r e c t l y  i n t o  a  r e a g e n t  s t r e a m ,  and m i x i n g  i s  a c c o m p l i s h e d  by 
n a t u r a l  h y d r o d y n a m i c  f o r c e s  i n  t h e  f l o w i n g  s t r e a m .  I m p o r t a n t  a d v a n t a g e s  
o f  FIA i n c l u d e  h i g h  s a m p l e  t h r o u g h p u t ,  s m a l l  s a m p l e  s i z e s ,  s i m p l e  
i n s t r u m e n t a t i o n ,  v e r s a t i l i t y  and  e a s e  o f  o p e r a t i o n .  Of p a r t i c u l a r  
i n t e r e s t  t o  t h e  a n a l y s t  u s i n g  CL s y s t e m s  i s  t h e  f a c t  t h a t  i n  FIA m i x i n g  
i s  h i g h l y  r e p r o d u c i b l e  and  e a s i l y  c o n t r o l l e d .  I n  a d d i t i o n ,  s a m p l e  c a n  
be i n t r o d u c e d  t o  r e a g e n t s  r e m o t e  f ro m  t h e  d e t e c t o r ,  t h e r e b y  r e d u c i n g  
l i g h t  l e a k  p r o b l e m s .
Some a p p l i c a t i o n s  o f  FIA w i t h  CL d e t e c t i o n  have  b e e n  r e p o r t e d  (9 ,
10) .  FIA w i t h  CL d e t e c t i o n  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  C r ( I I I )  and g l u c o s e  
a r e  t h e  s u b j e c t s  o f  C h a p t e r  2.
8sam p le
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F i g u r e  1 - 2 .  S i m p l e  s y s t e m  f o r  m e a s u r e m e n t  o f  CL. P h o t o m u l t i p l i e r  and 
c u v e t t e  c o n t a i n i n g  r e a g e n t s  a r e  m o u n te d  i n  a l i g h t - t i g h t  
h o u s i n g .  The n e e d l e  o f  t h e  s a m p l e  s y r i n g e  i s  i n s e r t e d  
t h r o u g h  a  s e p t u m .
9H e t e r o g e n e o u s  S y s t e m s :
Many CL a n a l y s e s  b a s e d  on  c o n t a c t  b e t w e e n  tw o  d i s t i n c t  p h a s e s  have  
b e e n  r e p o r t e d  r e c e n t l y .  An e x a m p l e  o f  t h i s  a p p r o a c h  i s  t h e  u s e  o f  
i m m o b i l i z e d  enzym es  a s  s o l i d  p h a s e  c a t a l y s t s  f o r  s o l u t i o n  r e a c t i o n s  ( 1 1 , 
1 2 ,  1 3 ,  1 4 ,  1 5 ,  1 6 ,  1 7 ) .  The  CL i n t e n s i t y  i n  s u c h  c a s e s  d e p e n d s  on  b o t h  
t h e  k i n e t i c s  o f  t h e  CL r e a c t i o n  and  t h e  e f f i c i e n c y  of  t h e  m a s s  t r a n s f e r  
p r o c e s s  t h a t  b r i n g s  a n a l y t e  and  r e a g e n t s  t o  t h e  i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  
tw o  p h a s e s  ( 2 ) .  I m m o b i l i z e d  r e a g e n t s  may be c h e m i c a l l y  bound t o  a s o l i d  
m a t r i x  ( s u c h  a s  g l a s s  b e a d s )  o r  i m m o b i l i z e d  by e n t r a p m e n t  i n  a s o l u t i o n  
p h a s e  s e p a r a t e d  f ro m  t h e  a n a l y t e  p h a s e  by a s e m i - p e r m e a b l e  m em brane .  
A n a l y t e  moves t o  t h e  r e a g e n t  p h a s e  u n d e r  a  c o n c e n t r a t i o n  g r a d i e n t .  Non­
i m m o b i l i z e d  r e a g e n t s  a r e  p r e s e n t  i n  b o t h  p h a s e s  i n  e q u a l  c o n c e n t r a t i o n s .
F o r  t h e  c a s e  i n  w h i c h  c o n v e c t i o n  i s  t h e  p r i m a r y  means  o f  m ass  
t r a n s f e r  i n  t h e  a n a l y t e  p h a s e ,  r e a c t i o n  k i n e t i c s  a r e  f i r s t  o r d e r  i n  
a n a l y t e ,  and  a n a l y t e  c a n  d i f f u s e  f rom  s o l u t i o n  i n t o  t h e  i n t e r i o r  o f  t h e  
r e a g e n t  p h a s e .  The r e l a t i o n s h i p  o f  CL i n t e n s i t y  t o  r e a c t i o n  r a t e  and 
m as s  t r a n s f e r  e f f i c i e n c y  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  t h e o r e t i c a l l y  (2 ,  18).  When 
t h e  r a t e  o f  a n a l y t e  r e a c h i n g  t h e  r e a g e n t  p h a s e  e q u a l s  t h e  r a t e  of  
a n a l y t e  c o n s u m p t i o n ,  s t e a d y  s t a t e  e m i s s i o n  w i l l  b e  e s t a b l i s h e d .
E q u a t i o n  1.8 r e l a t e s  t h i s  i n t e n s i t y  t o  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n .
KDc A ( D c /d )  Cb u l k
  ( 1 .8 )
KDc + Dc /d
I cl i s  t h e  s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t y ,  K i s  t h e  r a t e  c o n s t a n t  f o r  t h e  l i g h t  
e m i t t i n g  r e a c t i o n ,  A i s  t h e  a r e a  o f  t h e  p h a s e  i n t e r f a c e ,  Dc i s  t h e  
d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  a n a l y t e  i n  t h e  s o l u t i o n  p h a s e ,  Dc i s  t h e  




c o n c e n t r a t i o n  o f  a n a l y t e ,  and  d i s  t h e  t h i c k n e s s  o f  t h e  N e r n s t  d i f f u s i o n  
l a y e r ,  i . e . ,  t h e  t h i n  l a y e r  o f  s o l u t i o n  a t  t h e  p h a s e  b o u n d a r y  t h a t  i s  
a s s u m e d  t o  be  u n s t i r r e d .  T h i s  e q u a t i o n  a s s u m e s  t h a t  t h e r e  i s  no 
d e p l e t i o n  o f  a n a l y t e  i n  t h e  b u l k  a n a l y t e  s o l u t i o n .  E q u a t i o n  1.8 can  be  
m o d i f i e d  t o  a c c o u n t  f o r  s u c h  d e p l e t i o n ,  i f  n e c e s s a r y ,  f o r  s i t u a t i o n s  i n  
w h i c h  r e a c t i o n  k i n e t i c s  a r e  f a s t ,  s t i r r i n g  i s  e f f i c i e n t ,  and i n t e r f a c i a l  
a r e a  i s  l a r g e  ( 2 ) .
When r e a c t i o n  r a t e  i s  f a s t  r e l a t i v e  t o  m a s s  t r a n s f e r ,  \J KDC ">^ > 
Dc / d ,  and  t h e  \J KD~ t e r m s  c a n c e l .  T h i s  means  t h a t  m a s s  t r a n s f e r  
c o n t r o l s  CL i n t e n s i t y ,  and  s m a l l  c h a n g e s  i n  r e a c t i o n  r a t e  w i l l  n o t  
a f f e c t  m e a s u r e d  i n t e n s i t y .  On t h e  o t h e r  hand ,  when m as s  t r a n s f e r  i s  
f a s t  r e l a t i v e  t o  r e a c t i o n  r a t e ,  Dc / d » \ J K D C and t h e  Dc / d  t e r m s  c a n c e l .  
H e r e ,  t h e  s t e a d y  s t a t e  s i g n a l  v a r i e s  with\Z~iT" and  t h e r e f o r e  i s  l e s s  
s u b j e c t  t o  f l u c t u a t i o n s  i n  r e a c t i o n  r a t e  t h a n  a s i n g l e  p h a s e  k i n e t i c  
a s s a y  i n  w h i c h  i n t e n s i t y  d e p e n d s  d i r e c t l y  on  t h e  r a t e  c o n s t a n t .
A n o t h e r  i m p o r t a n t  a d v a n t a g e  o f  u s i n g  tw o  p h a s e  s y s t e m s  i s  t h a t  i t  
i s  u s u a l l y  p o s s i b l e  t o  r e u s e  t h e  i m m o b i l i z e d  r e a g e n t s  f o r  many a n a l y s e s ,  
t h e r e b y  r e d u c i n g  r e a g e n t  c o s t s  c o n s i d e r a b l y .  T h i s  i s  e s p e c i a l l y  
i m p o r t a n t  f o r  f i r e f l y  and  b a c t e r i a l  BL e n z y m e s ,  w h i c h  a r e  q u i t e  
e x p e n s i v e .
A d v a n t a g e s  o f  CL M ethods  o f  A n a l y s i s  
I n s t r u m e n t a l  R e q u i r e m e n t s
C L -ba se d  m e th o d s  r e q u i r e  s i m p l e  and i n e x p e n s i v e  i n s t r u m e n t a t i o n .  
The e s s e n t i a l  co m p o n e n t s  i n c l u d e  a  s y s t e m  t o  m ix  a n a l y t e  and r e a g e n t s  
and  a  l i g h t  d e t e c t o r  ( u s u a l l y  a p h o t o m u l t i p l i e r  t u b e ) .  O p t i c a l  
r e s o l u t i o n  i s  n o t  r e q u i r e d  f o r  m o s t  a s s a y s .
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S e n s i t i v i t y
Low d e t e c t i o n  l i m i t s  a r e  p o s s i b l e  w i t h  CL m e th o d s  b e c a u s e  i t  i s  
e a s y  t o  m e a s u r e  low l e v e l s  o f  l i g h t  w i t h  m o d e r n  PMT's. F o r  e x a m p l e ,  t h e  
BL d e t e r m i n a t i o n  o f  NADH i s  e s t i m a t e d  t o  be some 25000 t i m e s  m ore  
s e n s i t i v e  t h a n  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  d e t e r m i n a t i o n  o f  NADH ( 5 ) .  
D e t e c t a b i l i t y  i s  o f t e n  l i m i t e d  n o t  by l i g h t  m e a s u r i n g  a b i l i t y ,  b u t  by 
r e a g e n t  p u r i t y .  C rude  r e a g e n t  p r e p a r a t i o n s  o f t e n  e x h i b i t  b a c k g r o u n d  
e m i s s i o n  w h i c h  d i c t a t e s  t h e  d e t e c t i o n  l i m i t .  D e t e c t i o n  l i m i t s  a r e  
i m p r o v i n g  a s  m o re  h i g h l y  p u r i f i e d  r e a g e n t s  become c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e .
L i n e a r  Range
B e cause  CL and BL a r e  e m i s s i o n  p r o c e s s e s  ( a s  o p p o s e d  t o  
a b s o r p t i o n ) ,  r e s p o n s e  t o  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n  i s  u s u a l l y  l i n e a r  o v e r  
s e v e r a l  o r d e r s  o f  m a g n i t u d e .  T h i s  r e s u l t s  i n  a l i n e a r  d y n a m i c  r a n g e  
u s u a l l y  e x t e n d i n g  f ro m  t h e  min imum d e t e c t a b l e  c o n c e n t r a t i o n  t o  t h e  p o i n t  
w h e r e  i t  i s  no l o n g e r  p o s s i b l e  t o  m a i n t a i n  a n  e x c e s s  o f  r e a g e n t s  o v e r  
a n a l y t e s  ( 5 ) .
S p e c i f i c i t y
BL r e a c t i o n s  a r e  i n h e r e n t l y  s p e c i f i c .  CL r e a c t i o n s  g e n e r a l l y  a r e
n o t ,  b u t  can  be  c o u p l e d  t o  enzyme c a t a l y z e d  p r o c e s s e s  t o  t a k e  a d v a n t a g e
o f  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  enzyme r e a c t i o n .
Speed o f  A n a l y s i s
The s p e e d  o f  CL m e a s u r e m e n t s  d e p e n d s  l a r g e l y  on  t h e  CL r e a c t i o n  
u s e d  and  on  t h e  m e t h o d  o f  m i x i n g .  A r a p i d  f l a s h  o f  l i g h t  i s  o b s e r v e d  i n
some r e a c t i o n s ,  and c o n c e n t r a t i o n  may be r e l a t e d  d i r e c t l y  t o  p e a k
h e i g h t .  O t h e r  r e a c t i o n s ,  s u c h  a s  f i r e f l y  BL, r i s e  m ore  g r a d u a l l y  t o  a 
maximum l e v e l  and  l i g h t  e m i s s i o n  may l a s t  f o r  s e v e r a l  m i n u t e s  ( 5 ,  11,
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19, 20,  21 ,  22 ) ,  r e q u i r i n g  c o m p l e t e  o r  p a r t i a l  i n t e g r a t i o n  o f  t h e  
i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e .
C os t
As m e n t i o n e d  a b o v e ,  t h e  c o s t  o f  t h e  n e c e s s a r y  i n s t r u m e n t a t i o n  i s  
m i n i m a l .  R e a g e n t  c o s t s  v a r y ,  d e p e n d i n g  on  t h e  r e a c t i o n .  L u m i n o l ,  a 
common CL r e a g e n t ,  i s  f a i r l y  i n e x p e n s i v e ,  w h i l e  f i r e f l y  l u c i f e r a s e  and 
l u c i f e r i n  c o s t  i n  t h e  n e i g h b o r h o o d  o f  $400 p e r  g ram  o r  m o re ,  f o r  h i g h l y  
p u r i f i e d  r e a g e n t s .  The e x p e n s e  o f  t h e s e  r e a g e n t s  i s  o f t e n  t o l e r a b l e  
b e c a u s e  t h e  h i g h  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  m e t h o d s  a l l o w s  t h e  a n a l y s t  t o  w o r k  
w i t h  m i n i m a l  am oun ts  o f  t h e  e x p e n s i v e  r e a g e n t s .
S t a b i l i t y
Most n o n - b i o l o g i c a l  CL r e a g e n t s  a r e  q u i t e  s t a b l e ,  b u t  BL r e a g e n t s  
do s u f f e r  f ro m  a l a c k  o f  s t a b i l i t y .  B a c t e r i a l  and  f i r e f l y  l u c i f e r a s e  
enzym es  a r e  e s p e c i a l l y  p r o n e  t o  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n ,  e v e n  a t  room 
t e m p e r a t u r e ,  a l t h o u g h  t h i s  i s  b e c o m i n g  l e s s  o f  a p r o b l e m  a s  h i g h l y  
p u r i f i e d  and  s t a b i l i z e d  r e a g e n t s  a p p e a r  on t h e  m a r k e t .
T o x i c i t y
Most  CL and BL r e a g e n t s  p r e s e n t  no h a z a r d s  f o r  u s e r s  o r  t h e  
e n v i r o n m e n t  ( 5 ) .  They a r e ,  t h e r e f o r e ,  p r o m i s i n g  a s  a l t e r n a t i v e s  t o  
r a d i o i s o t o p e  l a b e l s  f o r  im m u n o a s s a y .
D i s a d v a n t a g e s  o f  CL Methods  o f  A n a l y s i s
The h i g h  c o s t  o f  BL r e a g e n t s  i s  a  d i s a d v a n t a g e ,  a s  m e n t i o n e d  
a b o v e .  O t h e r  m a j o r  d i s a d v a n t a g e s  o f  CL m e t h o d s  a r e  t h e  p a u c i t y  o f  
m e c h a n i s t i c  d a t a  and  t h e  s h o r t a g e  o f  u s e f u l  r e a c t i o n s .
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Mechanisms
I n  s p i t e  o f  t h e  f a c t  t h a t  many p a p e r s  h a v e  a p p e a r e d  e x p l o r i n g  t h e  
b a s i c  c h e m i s t r i e s  o f  CL r e a c t i o n s  (1 ,  19, 20 ,  21 ,  2 3 - 4 5 ) ,  m e c h a n i s m s  a r e  
i n  many c a s e s  s t i l l  p o o r l y  u n d e r s t o o d .  T h i s  c a n  make i t  d i f f i c u l t  t o  
p r e d i c t  and  c o n t r o l  t h e  a n a l y t i c a l  b e h a v i o r  of  a  CL m e th o d  ( 5 ) .
A v a i l a b l e  R e a c t i o n s
W h i l e  many r e a c t i o n s  e x h i b i t  CL, f ew  a r e  e f f i c i e n t  e n o u g h  t o  be 
u s e f u l  f o r  a n a l y s i s .  T h i s  l i m i t s  t h e  num ber  o f  p o t e n t i a l  a n a l y t e s  w h i c h  
can  be  d e t e r m i n e d  by CL m e t h o d s .  I t  i s  p o s s i b l e ,  h o w e v e r ,  t o  i n c r e a s e  
t h e  num ber  o f  s u b s t a n c e s  d e t e r m i n e d  by CL a s s a y s  by u s i n g  c o u p l i n g  
r e a c t i o n s  i n  w h i c h  t h e  a n a l y t e  o f  i n t e r e s t  r e a c t s  t o  p r o d u c e  o r  consume 
one  o f  t h e  CL r e a c t a n t s .
CL and  BL R e a c t  i o n s
The w o r k  d e s c r i b e d  i n  t h i s  d i s s e r t a t i o n  i s  c o n c e r n e d  w i t h  a n a l y t i c a l  
a p p l i c a t i o n s  o f  t h e  f o l l o w i n g  t h r e e  CL s y s t e m s :  l u m i n o l  CL, f i r e f l y  BL 
and  b a c t e r i a l  BL.
Lum in o l
L u m in o l  CL was d i s c o v e r e d  by A l b r e c h t  i n  1928 (46)  and  h a s  b e e n  
s t u d i e d  e x t e n s i v e l y  (1 ) .  The CL r e a c t i o n  o f  l u m i n o l  ( 5 - a m i n o - 2 , 3 -  
d i h y d r o - 1 , 4 -  p h t h a l a z i n e d i o n e )  i s  s u m m a r i z e d  i n  F i g u r e  1 - 3 .
The q u a n tu m  e f f i c i e n c y ,  o f  t h e  l u m i n o l  r e a c t i o n  i s  a b o u t  0.01
(1 ) .  Hydrogen  p e r o x i d e  i s  t h e  m o s t  common o x i d a n t ,  a l t h o u g h  o t h e r  
o x i d i z i n g  a g e n t s  do r e a c t  w i t h  l u m i n o l  t o  p r o d u c e  CL (7 ) .
The e x a c t  m e c h a n i s m  o f  t h e  l u m i n o l  r e a c t i o n  i s  unknown and  k i n e t i c  
d a t a  i s  u n a v a i l a b l e  f o r  m o s t  o x i d i z i n g  s y s t e m s  (2 ) .  I t  i s  known,  
h o w e v e r ,  t h a t  t h e  a m i n o p h t h a l a t e  a n i o n ,  w h i c h  i s  f o r m e d  i n  t h e  s i n g l e t
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F i g u r e  1 - 3 .  The  l u m i n o l  r e a c t i o n .
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e x c i t e d  s t a t e ,  i s  t h e  e m i t t e r  (3 ,  29) .
C h o ic e  o f  c a t a l v s t / c o o x i d a n t .  A t h i r d  com p o n e n t  i s  n e c e s s a r y  i f  
l u m i n o l  and  h y d r o g e n  p e r o x i d e  a r e  t o  r e a c t  t o  a n  a p p r e c i a b l e  e x t e n t  
( 2 7 ) .  T h i s  c om ponen t  may f u n c t i o n  a s  a  c a t a l y s t ,  a c o o x i d a n t ,  o r  b o t h .  
F o r  e x a m p l e ,  p e r o x i d a s e  f u n c t i o n s  a s  a  c a t a l y s t ,  s i n c e  t h e  enzyme i s  
u n c h a n g e d  i n  t h e  o v e r a l l  r e a c t i o n .  P e r o x y d i s u l f a t e  i s  a n  e x a m p l e  o f  a 
c o o x i d a n t ,  s i n c e  i t  d o e s  n o t  s u r v i v e  t h e  r e a c t i o n  u n c h a n g ed  ( 4 7 ) .  
F e r r i c y a n i d e  b e h a v e s  a s  a  c a t a l y s t / c o o x i d a n t ,  i t  i s  r e d u c e d  t o  
f e r r o c y a n i d e  a s  i t  o x i d i z e s  l u m i n o l ,  b u t  i s  l a t e r  r e o x i d i z e d  b a c k  t o  
f e r r i c y a n i d e  (47 ,  48) .
The o v e r a l l  r e a c t i o n  r e q u i r e s  a f o u r  e l e c t r o n  o x i d a t i o n  o f  l u m i n o l .  
T h i s  w o u ld  r e q u i r e  tw o  m o l e s  o f  p e r o x i d e  p e r  m o le  o f  l u m i n o l ,  a s  
i n d i c a t e d  i n  F i g u r e  1 - 3 ,  u n l e s s  a  c o o x i d a n t  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  p a r t  o f  
t h e  o x i d a t i o n .
The c a t a l y s t / c o o x i d a n t  i n f l u e n c e s  r e a c t i o n  r a t e ,  e f f i c i e n c y ,  t h e  
o r d e r  o f  t h e  r e a c t i o n ,  and  t h e  s t o i c h i o m e t r y  ( 4 7 ) .  C h o ic e  o f  c a t a l y s t /  
c o o x i d a n t  i s ,  t h e r e f o r e ,  an  i m p o r t a n t  c o n s i d e r a t i o n .
S e v e r a l  t r a n s i t i o n  m e t a l  i o n s  h a v e  b e e n  shown t o  c a t a l y z e  l u m i n o l  
CL ( 2 7 ) ,  w i t h  C o ( l l )  and  C u ( l l )  b e i n g  t h e  m o s t  e f f i c i e n t .  W h i l e  b o t h  
C o ( l l )  and C u ( I I )  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  f o r  u s e  a s  c a t a l y s t s  i n  
p e r o x i d e  d e t e r m i n a t i o n s  ( 4 9 ) ,  b o t h  h a v e  d r a w b a c k s .  R e sponse  t o  p e r o x i d e  
c o n c e n t r a t i o n  i s  n o n - l i n e a r  w i t h  a c o p p e r  c a t a l y z e d  s y s t e m .  The m a i n  
p r o b l e m  w i t h  c o b a l t  i s  p o o r  s o l u b i l i t y  i n  t h e  h i g h  pH r a n g e  w h e re  
l u m i n o l  CL i s  m o s t  e f f i c i e n t .
I f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  and  l u m i n o l  a r e  p r e s e n t  i n  e x c e s s ,  so t h a t  t h e  
t r a n s i t i o n  m e t a l  i o n  c a t a l y s t  i s  t h e  l i m i t i n g  r e a g e n t ,  one c a n  d e s i g n  a 
s y s t e m  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  t r a c e  m e t a l s  ( 5 0 ,  51) .  For  e x a m p l e ,  C r ( I I I )
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c a n  be  d e t e r m i n e d  by t h i s  a p p r o a c h .  The C r ( l I I )  a s s a y  w i l l  b e  d i s c u s s e d  
i n  C h a p t e r  2 .
P r o b a b l y  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  c a t a l y s t / c o o x i d a n t  f o r  CL d e t e r m i n a t i o n  
o f  p e r o x i d e  i s  f e r r i c y a n i d e  (2 ,  49 ,  52, 53, 54) .  The k i n e t i c s  o f  t h e  
f e r r i c y a n i d e  c a t a l y z e d  r e a c t i o n  f a l l  i n  a  r a n g e  t h a t  m akes  i t  q u i t e  
u s e f u l  f o r  a n a l y t i c a l  p u r p o s e s  (47 ) .  The r a t e  i s  s u f f i c i e n t l y  f a s t  t o  
p r o v i d e  a r i s e  t o  maximum i n t e n s i t y  w i t h i n  a f ew  s e c o n d s  o r  l e s s ,  b u t  
n o t  so  f a s t  t h a t  t h e  e m i s s i o n  becom es  t o o  h i g h l y  s e n s i t i v e  t o  v a r i a t i o n s  
i n  t h e  m i x i n g  o f  a n a l y t e  w i t h  r e a g e n t s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  r e a c t i o n  r a t e  
d o e s  n o t  seem t o  be  o v e r l y  d e p e n d e n t  upon  t e m p e r a t u r e  (47 ,  49 ) ,  and i t  
i s  p s u e d o - f i r s t  o r d e r  i n  h y d r o g e n  p e r o x i d e .  One p o t e n t i a l  p r o b le m  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  f e r r i c y a n i d e  c a t a l y z e d  r e a c t i o n  i s  t h a t  
f e r r i c y a n i d e ,  m o l e c u l a r  oxygen  and l u m i n o l  r e a c t  t o  e m i t  l i g h t  i n  t h e  
a b s e n c e  o f  p e r o x i d e .  T h i s  r e s u l t s  i n  a h i g h ,  b u t  u s u a l l y  q u i t e  s t a b l e  
b a c k g r o u n d  s i g n a l ,  w h i c h  i n  m o s t  c a s e s  c a n  be e a s i l y  s u b t r a c t e d .
pH. L u m in o l  CL i s  m o s t  e f f i c i e n t  i n  t h e  pH r a n g e  10.4 t o  10.8 (47 ,  
49 ,  53, 54) .  E m i s s i o n  i s  f a i r l y  c o n s t a n t  w i t h  pH o v e r  t h i s  r a n g e ,  b u t  
f a l l s  o f f  r a p i d l y  above  pH 11 and  b e lo w  pH 10. The b e s t  p r e c i s i o n  f o r  
l u m i n o l - b a s e d  CL a s s a y s  o c c u r s  b e t w e e n  pH 10 .4  and  10.8.
L u m in o l  c o n c e n t r a t i o n .  L um in o l  c o n c e n t r a t i o n  i s  n o t  a c r i t i c a l  
p a r a m e t e r ,  p a r t i c u l a r l y  when u s i n g  t h e  f e r r i c y a n i d e  c a t a l y z e d  r e a c t i o n  
( 4 7 ) .  CL i n c r e a s e s  w i t h  i n c r e a s i n g  l u m i n o l  c o n c e n t r a t i o n ,  b u t  
b a c k g r o u n d  e m i s s i o n  i n c r e a s e s  a s  w e l l  a s  s i g n a l  f r o m  p e r o x i d e ,  so t h a t  
t h e  a n a l y s t  doe s  n o t  r e a l l y  g a i n ,  a f t e r  a  p o i n t ,  by i n c r e a s i n g  l u m i n o l  
c o n c e n t r a t i o n .  At  h i g h  l u m i n o l  c o n c e n t r a t i o n s  t h e  o b s e r v e d  CL becom es  
m ore  s e n s i t i v e  t o  v a r i a t i o n s  i n  m i x i n g ,  w h i c h  l e a d s  t o  a l o s s  o f
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p r e c i s i o n  a s  w e l l  a s  a n  i n c r e a s e  i n  b a c k g r o u n d  e m i s s i o n .  L u m in o l  
c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  r a n g e  0.1 mM t o  1 mM a r e  g e n e r a l l y  u s e d  f o r  
p e r o x i d e  d e t e r m i n a t i o n s  ( 4 7 ) .
Coup led  r e a c t i o n s .  I t  i s  p o s s i b l e  t o  e x t e n d  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  
l u m i n o l  CL a s s a y s  t o  o t h e r  a n a l y t e s  t h r o u g h  c o u p l i n g  r e a c t i o n s .  The 
s u b s t r a t e s  f o r  a num ber  o f  enzyme r e a c t i o n s  t h a t  p r o d u c e  p e r o x i d e  c a n  be  
d e t e r m i n e d  by c o u p l i n g  t o  t h e  l u m i n o l  r e a c t i o n .  T h i s  a p p r o a c h  h a s  b e e n  
u s e d  f o r  g l u c o s e  and  u r i c  a c i d  d e t e r m i n a t i o n s  ( 4 7 ,  49 ,  52 ,  53 ,  54,  55) .  
A l u m i n o l  CL s y s t e m  f o r  g l u c o s e  b a s e d  on  t h e  u s e  o f  g l u c o s e  o x i d a s e  a s  
t h e  c o u p l i n g  enzyme i s  d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r  2.
F i r e f l y  B io luminescence
The f i r e f l y  r e a c t i o n  ha s  b e e n  t h e  m o s t  i n t e n s i v e l y  s t u d i e d  BL 
s y s t e m  ( 1 , 3 ) .  I t  i s  t h e  m o s t  e f f i c i e n t  l u m i n e s c e n t  r e a c t i o n  known,  w i t h  
a  q u a n tum  e f f i c i e n c y  o f  a b o u t  0 .88  (1 ) .  T h e r e  a r e  many r e c e n t  r e v i e w s  
d e a l i n g  w i t h  t h i s  r e a c t i o n  ( 1 ,  2 ,  4 ,  2 0 ,  2 1 ,  2 2 ,  3 0 ) ,  w h i c h  i s  
s u m m a r i z e d  b e l o w :
LH2  + ATP + E  ------ > E:LH2 :AMP + PP ( 1 . 9 )
E:LH2 :AMP + 0 2 ------- » E + [L=0]*  + C02 + AMP ( 1 . 1 0 )
[ L = 0 ] * -------> L=0 + l i g h t  ^ m a x  = 562 nm ( 1 . 1 1 )
E i s  t h e  enzyme f i r e f l y  l u c i f e r a s e ,  LH2 i s  f i r e f l y  l u c i f e r i n ,  PP i s  
p y r o p h o s p h a t e  and  L=0 i s  o x y l u c i f e r i n .  The a s t e r i s k  d e n o t e s  t h e  
e x c i t e d  s t a t e  o x y l u c i f e r i n  e m i t t e r .
A n a l y t i c a l l y ,  t h e  r e a c t i o n  i s  o f  g r e a t e s t  i n t e r e s t  f o r  ATP 
d e t e r m i n a t i o n .  D e t e c t i o n  l i m i t s  a s  low a s  0.01 p m o le s  o f  ATP h a v e  b e e n  
r e p o r t e d  ( 2 ) .  D e t e c t i o n  l i m i t s  a r e  l i m i t e d  by b a c k g r o u n d  e m i s s i o n  ( i n
18
t h e  a b s e n c e  o f  a d d e d  ATP) f r o m  l u c i f e r a s e  p r e p a r a t i o n s .  R e s p o n s e  i s  
l i n e a r l y  p r o p o r t i o n a l  t o  ATP c o n c e n t r a t i o n  o v e r  s e v e r a l  o r d e r s  o f  
m a g n i t u d e  ( 2 ) .
W h i l e  c r u d e  f i r e f l y  l u c i f e r a s e  p r e p a r a t i o n s  c o n t a i n  some l u c i f e r i n ,  
a d d i t i o n a l  l i g h t  o u t p u t  i s  o b s e r v e d  i f  m ore  l u c i f e r i n  i s  a d d e d  t o  t h e  
s y s t e m .  T h i s  i n  t u r n  l e a d s  t o  l o w e r  d e t e c t i o n  l i m i t s  ( 2 ,  56) .  A l t h o u g h  
l u c i f e r a s e s  f ro m  d i f f e r e n t  s p e c i e s  o f  f i r e f l i e s  may h a v e  d i f f e r e n c e s  i n  
t h e i r  s t r u c t u r e s ,  t h e  s t r u c t u r e  o f  l u c i f e r i n  i s  i d e n t i c a l  f o r  a l l  
s p e c i e s  (3 ) .  H i g h l y  p u r i f i e d  l u c i f e r a s e  p r e p a r a t i o n s  r e q u i r e  a dde d  
l u c i f e r i n  f o r  l i g h t  p r o d u c t i o n .  S y n t h e t i c  l u c i f e r i n  i s  c o m m e r c i a l l y  
a v a i l a b l e ,  a l b e i t  a t  a n  a s t r o n o m i c a l  p r i c e .
S t a b i l i t y .  The s t a b i l i t y  o f  l u c i f e r a s e  p r e p a r a t i o n s  d e p e n d s  on  t h e  
m e t h o d  o f  p r e p a r a t i o n .  A p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n  s t a b l e  f o r  s e v e r a l  d a y s  
a t  room t e m p e r a t u r e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( 5 7 ) ,  and s e v e r a l  p r e p a r a t i o n s  
t h a t  a r e  q u i t e  s t a b l e  a r e  now a v a i l a b l e  c o m m e r c i a l l y .  F o r  e x a m p l e ,  a 
l y o p h i l i z e d  f i r e f l y  l u c i f e r a s e  p r e p a r a t i o n  a v a i l a b l e  f r o m  Lumac i s  
r e p o r t e d  t o  be  s t a b l e  f o r  tw o  y e a r s  a t  2 - 8 °  C. The r e c o n s t i t u t e d  r e a g e n t  
i s  s t a b l e  a t  room t e m p e r a t u r e  f o r  12 h o u r s .  These  h i g h l y  p u r i f i e d  and  
s t a b i l i z e d  r e a g e n t s  a r e  t h e  c h o i c e  f o r  c l i n i c a l  a p p l i c a t i o n s  b e c a u s e  
t h e y  y i e l d  l o w e r  d e t e c t i o n  l i m i t s  and  a r e  much m ore  s t a b l e  t h a n  c r u d e  
p r e p a r a t i o n s .  They a r e ,  h o w e v e r ,  q u i t e  e x p e n s i v e .
K i n e t i c s .  R e p o r t s  d e s c r i b i n g  t h e  k i n e t i c s  o f  t h e  f i r e f l y  r e a c t i o n  
h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  (19 ) .  Upon i n j e c t i o n  o f  ATP t h e r e  i s  a n  i n i t i a l  l a g  
t i m e  o f  a b o u t  25 m se c ,  f o l l o w e d  by a  r a p i d  r i s e  t o  maximum i n t e n s i t y  
r e q u i r i n g  a b o u t  300 m sec  ( 2 2 ) .  A f t e r  t h e  peak  i n t e n s i t y  i s  r e a c h e d  t h e r e  
i s  a  f a i r l y  r a p i d  i n i t i a l  d e c a y ,  f o l l o w e d  by a  s l o w e r  d e c a y  o v e r  a l o n g
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p e r i o d  o f  t i m e .  F i g u r e  1 - 4  show s  a  g e n e r a l i z e d  i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e  f o r  
t h e  f i r e f l y  r e a c t i o n .  P r o d u c t  i n h i b i t i o n  by p y r o p h o s p h a t e  and 
o x y l u c i f e r i n  c a u s e  a  d e c r e a s e  i n  i n t e n s i t y ,  ATP c o n s u m p t i o n  h a s  b e e n  
shown t o  be  m i n i m a l  ( 2 ) .  P r o d u c t  i n h i b i t i o n  c a n  b e  m i n i m i z e d  by u s i n g  
low  ATP c o n c e n t r a t i o n s  ( 2 ,  57).  W i t h  c r u d e  l u c i f e r a s e  p r e p a r a t i o n s  t h e  
i n t e n s i t y  d e c a y s  m ore  r a p i d l y  due  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  A T P-consum ing  
e n z y m e s  ( 2 , 2 2 ) .
I n t e r f e r e n c e s .  The f i r e f l y  r e a c t i o n  i s ,  f o r  p r a c t i c a l  p u r p o s e s ,  
s p e c i f i c  f o r  ATP. T h e r e  a r e ,  h o w e v e r ,  tw o  m a j o r  i n t e r f e r e n c e s  ( 2 ) .  One 
p r o b l e m  a r i s e s  f rom  u n w a n t e d  ATP g e n e r a t e d  by r e a c t i o n s  c a t a l y z e d  by 
c o n t a m i n a t i n g  enzymes  p r e s e n t  i n  c r u d e  l u c i f e r a s e  p r e p a r a t i o n s .  T h i s  i s  
n o t  a  p r o b l e m  w i t h  h i g h l y  p u r i f i e d  c o m m e r c i a l  p r e p a r a t i o n s .  A s e c o n d  
p r o b l e m  i s  due  t o  a n i o n  b i n d i n g  e f f e c t s :  a n i o n s  s u c h  a s  c i t r a t e  c a n  b i n d  
M g ( l l )  and  t h u s  i n h i b i t  f i r e f l y  BL ( 2 ) .  The s t a n d a r d  a d d i t i o n s  m e th o d  
c a n  be  u s e d  t o  c o u n t e r  t h i s  e f f e c t .
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A p p l i c a t i o n s .  The f i r e f l y  r e a c t i o n  i s  w i d e l y  u s e d  t o  d e t e r m i n e  
ATP. Many a p p l i c a t i o n s  i n v o l v e  b i o m a s s  d e t e r m i n a t i o n s .  I n  a d d i t i o n ,  
s e v e r a l  s u b s t r a t e s  can  be d e t e r m i n e d  by t h e  f i r e f l y  r e a c t i o n  by  c o u p l i n g  
t o  o t h e r  r e a c t i o n s  t h a t  p r o d u c e  o r  consume ATP. A r e c e n t  r e v i e w  
s u m m a r i z e s  many of  t h e s e  a p p l i c a t i o n s  ( 2 ) .
B a c t e r i a l  B i o l u m i n e s c e n c e
S e v e r a l  s p e c i e s  o f  m a r i n e  b a c t e r i a  b i o l u m i n e s c e .  T h e s e  BL b a c t e r i a  
may b e  f o u n d  f r e e - l i v i n g  i n  s e a  w a t e r  o r  may e x i s t  a s  s y m b i o n t s  i n  t h e  
l i g h t  o r g a n s  o f  c e r t a i n  t y p e s  o f  f i s h .  S e v e r a l  r e c e n t  p a p e r s  and  
r e v i e w s  d e a l  w i t h  t h e  c h e m i s t r y  of  b a c t e r i a l  BL (6 - 8 , 1 0 - 1 3 ,  15,  16, 17, 




t i m e  (seconds)
F i g u r e  1 - 4 .  T y p i c a l  i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e  f o r  f i r e f l y  BL. I n t e n s i t y  i s  
i n  a r b i t r a r y  u n i t s .
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13,  14).  The b a s i c  r e a c t i o n  i s  shown b e l o w :
FMNH2  + 0 2 + RCHO -------> FMN + RCOOH + H20 + l i g h t  ( 1 . 1 2 )
FMNH2 i s  r e d u c e d  f l a v i n  m o n o n u c l e o t i d e  and RCHO i s  a l o n g  c h a i n  a l i p h a t i c  
a l d e h y d e .  The r e a c t i o n  i s  c a t a l y z e d  by t h e  enzyme b a c t e r i a l  l u c i f e r a s e .
L i g h t  e m i s s i o n  i s  r a p i d  upon  a d d i t i o n  o f  FMNH2 t o  a  s o l u t i o n  o f  
l u c i f e r a s e  an d  a l d e h y d e .  T h i s  i s  f o l l o w e d  by a s l o w  d e c r e a s e  i n  
i n t e n s i t y .  A g e n e r a l i z e d  i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e  i s  shown i n  F i g u r e  1 - 5 .
The i n i t i a l  r i s e  i s  due t o  r a p i d  f o r m a t i o n  o f  t h e  FMNH2 -  l u c i f e r a s e  
c o m p le x  (2 ) .  The s lo w  s p e e d  o f  t h e  r e a c t i o n  o f  t h e  e n z y m e - f l a v i n  c o m p le x  
t o  p r o d u c e  l i g h t  a c c o u n t s  f o r  t h e  r e l a t i v e l y  s lo w  d e c r e a s e  i n  i n t e n s i t y .  
D i r e c t  o x i d a t i o n  o f  FMNH2 by o x y g e n  i s  an  i m p o r t a n t  s i d e  r e a c t i o n  t h a t  
consumes  any  FMNH2 n o t  bound q u i c k l y  t o  t h e  enzyme.
The s t a b i l i t y  o f  c r u d e  l u c i f e r a s e  p r e p a r a t i o n s  i s  a  p o t e n t i a l  
p r o b le m  b e c a u s e  t h e  enzyme i s  s u s c e p t i b l e  t o  h e a t  d e n a t u r a t i o n  e v e n  a t  
room t e m p e r a t u r e  (3 ) .  P u r i f i e d  l u c i f e r a s e  p r e p a r a t i o n s  t h a t  a r e  b e i n g  
made c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  a r e  r e p o r t e d  t o  be s t a b l e  f o r  24 h o u r s  a t  
room t e m p e r a t u r e .  L u c i f e r a s e  a p p e a r s  t o  be  s t a b i l i z e d  by p h o s p h a t e  i o n  
and b o v i n e  s e ru m  a l b u m i n  (BSA) ( 2 ,  3 ) .  Im p ro v e d  d e t e c t i o n  l i m i t s  a r e  
a n o t h e r  a d v a n t a g e  t o  u s i n g  p u r i f i e d  r e a g e n t s .  The enzymes  a r e  h i g h l y  
s p e c i f i c  f o r  FMNH2 , a l t h o u g h  t h e y  do show weak  a c t i v i t y  t o w a r d  o t h e r  
f l a v i n s  and f l a v i n  a n a l o g s  (3) .
The c l i n i c a l  p o t e n t i a l  o f  b a c t e r i a l  BL i s  due t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  
l u c i f e r a s e  r e a c t i o n ,  ( 1 .1 2 ) ,  c a n  be  c o u p l e d  t o  a n  o x i d o r e d u c t a s e  
r e a c t i o n  w h i c h  o x i d i z e s  NADH or  NADPH w h i l e  f o r m i n g  FMNH2 . T h i s  
NAD(P)H:FMN o x i d o r e d u c t a s e  i s  f o u n d  t o g e t h e r  w i t h  l u c i f e r a s e  i n  l u m i n o u s  




t im e  (seconds)
F i g u r e  1 - 5 .  T y p i c a l  i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e  f o r  b a c t e r i a l  BL. (a)  i s  
r e s p o n s e  when FMNH2 i s  i n j e c t e d ,  (b)  i s  r e s p o n s e  o f  
o x i d o r e d u c t a s e - c o u p l e d  s y s t e m  u s i n g  NADH i n j e c t i o n  ( 2 ) .
23
r e c o m b i n e d  t o  f o r m  a  c o u p l e d  r e a c t i o n  s y s t e m  t h a t  r e s p o n d s  t o  NADH o r  
NADPH, d e p e n d i n g  o n  t h e  p a r t i c u l a r  o x i d o r e d u c t a s e  u s e d .  The 
o x i d o r e d u c t a s e  r e a c t i o n  i s  s h o w n  i n  e q u a t i o n  1 .13 .
NAD(P)H + FMN ------- >  FMNH2 + NAD(P) ( 1 . 1 3 )
The  n e w l y  f o r m e d  FMNH2  i s  r a p i d l y  b o u n d  t o  l u c i f e r a s e  t o  t a k e  p a r t  
i n  t h e  l i g h t  e m i s s i o n  r e a c t i o n  ( 1 . 1 2 ) .  I n  t h i s  c o u p l e d  r e a c t i o n  s c h e m e ,  
t h e  s e c o n d  r e a c t i o n ,  1 . 1 2 ,  i s  r e l a t i v e l y  f a s t .  I t  i s  p o s s i b l e  t o  c o n t r o l  
o v e r a l l  s y s t e m  k i n e t i c s  by v a r y i n g  t h e  o x i d o r e d u c t a s e  a c t i v i t y  ( 2 ) .  
F i g u r e  1 - 5  s h o w s  a  t y p i c a l  r e s p o n s e  c u r v e  f o r  t h e  c o u p l e d  s y s t e m .
The NAD(P)H:FMN o x i d o r e d u c t a s e s  a r e  h e a t - l a b i l e ,  a l t h o u g h  p e r h a p s  
n o t  so  m uch  a s  l u c i f e r a s e  ( 3 ) ,  a n d  t h e y  a r e  s t a b i l i z e d  by  d i t h i o t h r e i t o l
( 2 ) .  The o x i d o r e d u c t a s e s  a r e  h i g h l y  s p e c i f i c  f o r  NADH o r  NADPH.
B a c t e r i a l  BL h a s  b e e n  u s e d  t o  d e t e r m i n e  NADH i n  v a r i o u s  c l i n i c a l  
a s s a y s  ( 2 - 4 ,  16 ,  1 7 ,  59 ,  6 0 ,  6 1 ) .  P a r t i c u l a r l y  i n t e r e s t i n g  i s  t h e  u s e  
o f  i m m o b i l i z e d  l u c i f e r a s e  a n d  o x i d o r e d u c t a s e ,  p e r m i t t i n g  r e u s e  o f  t h e s e  
e x p e n s i v e  r e a g e n t s  ( 1 3 ,  1 4 ,  16 ,  1 7 ) .  The u s e  o f  p u r i f i e d  e n z y m e s  h a s  
r e s u l t e d  i n  d e t e c t i o n  l i m i t s  b e l o w  10” ^  m o l e s  o f  NADH ( 2 ,  6 0 ) .  L i n e a r  
r e s p o n s e  t o  NADH c o n c e n t r a t i o n  o v e r  s e v e r a l  o r d e r s  o f  m a g n i t u d e  i s  
o b s e r v e d  ( 5 ) .  T h e r e  do n o t  a p p e a r  t o  b e  an y  s e r i o u s  i n t e r f e r e n c e s  i n  
t h e  u s e  o f  b a c t e r i a l  BL f o r  NADH d e t e r m i n a t i o n  ( 2 ) .  P u r i f i e d  a n d  
s t a b i l i z e d  l u c i f e r a s e - o x i d o r e d u c t a s e  p r e p a r a t i o n s  w i t h  l o n g  s h e l f  l i v e s  
a r e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e .
The f a c t  t h a t  NADH c a n  b e  d e t e r m i n e d  by  t h e  b a c t e r i a l  BL s y s t e m  
o p e n s  up  a  w e a l t h  o f  c l i n i c a l  a p p l i c a t i o n s  f o r  t h e  r e a c t i o n .  I n  
p r i n c i p l e ,  a n y  r e a c t i o n  w h i c h  p r o d u c e s  o r  c o n s u m e s  NADH o r  NADPH c o u l d  
b e  c o u p l e d  t o  t h e  b a c t e r i a l  BL s y s t e m .  I n  v i e w  o f  t h e  n u m b e r  o f  enzym e
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r e a c t i o n s  t h a t  i n v o l v e  NADH o x i d a t i o n  and  r e d u c t i o n ,  i t  i s  e a s y  t o  
i m a g i n e  t h e  f a r - r e a c h i n g  a p p l i c a t i o n s  o f  b a c t e r i a l  BL. E x a m p le s  o f  such  
p o s s i b l e  c o u p l i n g  r e a c t i o n s  i n c l u d e  t h e  u s e  o f  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  
(LDH) f o r  l a c t a t e  d e t e r m i n a t i o n  and  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  (ADH) f o r  
e t h a n o l  d e t e r m i n a t i o n .  A l t e r n a t i v e l y ,  LDH and  ADH a c t i v i t i e s  may be 
a s s a y e d .  The f e a s i b i l i t y  o f  t h i s  a p p r o a c h  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  ( 2 ,  13,  
14,  62) .  T h i s  a p p l i c a t i o n  o f  b a c t e r i a l  BL does  h a v e  p r o b l e m s ,  h o w e v e r ,  
m o s t  n o t a b l y  t h e  f a c t  t h a t  m o s t  d e h y d r o g e n a s e s  h a v e  e q u i l i b r i a  t h a t  
f a v o r  NADH c o n s u m p t i o n  r a t h e r  t h a n  NADH p r o d u c t i o n .  T h i s  r e q u i r e s  
p r o v i s i o n s  f o r  d r i v i n g  t h e  r e a c t i o n s  t o w a r d  NADH p r o d u c t i o n .  
A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  a n a l y s t  c o u l d  t r y  t o  m e a s u r e  NADH c o n s u m p t i o n  a g a i n s t  
a  h i g h  b a c k g r o u n d .  The p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  a p p r o a c h  have  b e e n  
d i s c u s s e d  ( 2 ) .
G o a l s  o f  t h i s  P r o i e c t  
The g o a l s  o f  t h e  w o r k  d i s c u s s e d  i n  t h i s  d i s s e r t a t i o n  w e r e  t o  
d e v e l o p  and  c h a r a c t e r i z e  a n a l y t i c a l  s y s t e m s  b a s e d  o n  CL and  BL. For  t h e  
m o s t  p a r t ,  t h e  r e s e a r c h  w as  a im e d  t o w a r d  a n a l y t e s  o f  c l i n i c a l  
i m p o r t a n c e .  I n  a  c l i n i c a l  s e t t i n g ,  a n a l y t i c a l  m e t h o d s  m u s t  n o t  o n l y  be 
a c c u r a t e  and  p r e c i s e ,  b u t  a l s o  s h o u l d  be  e a s y  t o  p e r f o r m ,  h a v e  h i g h  
s a m p l i n g  r a t e s ,  be  s e n s i t i v e  and  s e l e c t i v e ,  a n d ,  i d e a l l y ,  r e q u i r e  
r e l a t i v e l y  s i m p l e  and  i n e x p e n s i v e  e q u i p m e n t .  A u t o m a t e d  f l o w  s y s t e m s  a r e  
v e r y  i m p o r t a n t  i n  c l i n i c a l  c h e m i s t r y  b e c a u s e  t h e y  o f f e r  many of  t h e s e  
a d v a n t a g e s .  I n  t h i s  w o r k ,  f l o w  s y s t e m s  w e r e  u s e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  CL 
r e a c t i o n s  i n  a n  e f f o r t  t o  d e s i g n  c l i n i c a l l y  u s e f u l  a n a l y t i c a l  s y s t e m s  
f o r  a v a r i e t y  o f  i m p o r t a n t  a n a l y t e s ,  w h i l e  m a k i n g  u s e  o f  t h e  a d v a n t a g e s  
o f  CL r e a c t i o n s  c o m b in e d  w i t h  f l o w  s y s t e m  i n s t r u m e n t a t i o n .
CHAPTER 2
FLOW INJECTION ANALYSIS WITH CL DETECTION 
I n t r o d u c t i o n
F lo w  I n j e c t i o n  A n a l y s i s  (FIA) i s  a n  a p p r o a c h  t o  a u t o m a t e d  a n a l y s i s  
t h a t  i s  e x t r e m e l y  w e l l  s u i t e d  f o r  u se  i n  a s s a y  s y s t e m s  b a s e d  on CL 
d e t e c t i o n .  The c o m b i n a t i o n  o f  CL and  FIA o f f e r s  many a d v a n t a g e s ,  
c o m b i n i n g  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  CL r e a c t i o n s  w i t h  t h e  e a s i l y  c o n t r o l l e d ,  
r e p r o d u c i b l e  m i x i n g  o f  FIA. The c l i n i c a l  l a b o r a t o r y  e s p e c i a l l y  c a n  
b e n e f i t  f r o m  t h e  h i g h  s a m p l e  t h r o u g h p u t  and  s i m p l e  o p e r a t i o n  o f  FIA.
The s u b j e c t s  o f  t h i s  c h a p t e r  w i l l  be CL-FIA s y s t e m s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  
o f  C r ( l l l )  and  g l u c o s e .
F low I n j e c t i o n  A n a l y s i s
B a s i c  P r i n c i p l e s
F lo w  i n j e c t i o n  a n a l y s i s  i s  a r e l a t i v e l y  new fo rm  o f  f l o w  a n a l y s i s  
i n t r o d u c e d  i n d e p e n d e n t l y  by R u z i c k a  and  H a n s e n  (63)  and  S t e w a r t  (64 ,
65 ) .  I t  d i f f e r s  f ro m  t h e  a i r - s e g m e n t e d  c o n t i n u o u s  f l o w  a n a l y z e r s  
i n t r o d u c e d  by  Skeggs  ( 8 ) i n  t h a t  t h e r e  i s  no a i r - s e g m e n t a t i o n  i n  FIA. 
R a t h e r  t h a n  t r y i n g  t o  m i n i m i z e  s a m p l e  d i s p e r s i o n ,  a s  i s  done i n  
t r a d i t i o n a l  c o n t i n u o u s  f l o w  a n a l y z e r s ,  FIA a c t u a l l y  d e p e n d s  on 
c o n t r o l l e d  d i s p e r s i o n  t o  a c c o m p l i s h  m i x i n g  o f  s a m p l e  and  r e a g e n t s .
A n o t h e r  i m p o r t a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  FIA and  a i r  s e g m e n t e d  s y s t e m s  i s  
t h a t  i n  FIA t h e  a n a l y s t  o b s e r v e s  t r a n s i e n t  p e a k s  r a t h e r  t h a n  s t e a d y  
s t a t e  p l a t e a u s .  The e l i m i n a t i o n  o f  a i r  s e g m e n t a t i o n  i n  FIA m eans  t h a t
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i t  i s  n o t  n e c e s s a r y  t o  i n t r o d u c e  o r  r e m o v e  a i r  b u b b l e s  f r o m  t h e  f l o w  
l i n e , ,  t h e r e b y  g r e a t l y  s i m p l i f y i n g  t h e  i n s t r u m e n t a t i o n .
The s i m p l e s t  t y p e  o f  FIA e x p e r i m e n t  i n v o l v e s  i n t r o d u c i n g  a  s l u g  o f  
s a m p l e ,  u s u a l l y  by m eans  o f  a  s a m p l e  i n j e c t i o n  v a l v e ,  i n t o  a  f l o w i n g  
s t r e a m  o f  c a r r i e r  s o l u t i o n .  The c a r r i e r  may c o n t a i n  r e a g e n t s  w i t h  w h i c h  
t h e  s a m p l e  w i l l  r e a c t ,  o r  m e r e l y  s e r v e  t o  t r a n s p o r t  t h e  s a m p l e  t o  a 
d e t e c t o r .  The c o m p o n e n t s  o f  a  s i m p l e  FIA s y s t e m  a r e  shown i n  F i g u r e  2 -  
1. As t h i s  f i g u r e  s h ow s ,  t h e r e  a r e  o n l y  t h r e e  c o m p o n e n t s  r e q u i r e d  t o  
c o n s t r u c t  a n  FIA s y s t e m :  a  r e l a t i v e l y  p u l s e - f r e e  pump, a  s a m p l e  
i n j e c t i o n  d e v i c e ,  and a  f l o w - t h r o u g h  d e t e c t o r  w i t h  some s o r t  o f  d a t a  
r e a d o u t  c a p a b i l i t y .  P l u m b i n g  c o m p o n e n t s ,  s u c h  a s  t u b i n g  and  any  
n e c e s s a r y  f i t t i n g s ,  c o m p l e t e  t h e  a p p a r a t u s .  The c o m p o n e n t s  a r e  
e s s e n t i a l l y  t h e  same a s  one  w o u l d  f i n d  i n  many l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  
s y s t e m s .
The ke y  t o  u n d e r s t a n d i n g  FIA 's  a d v a n t a g e s  l i e s  i n  a c o n s i d e r a t i o n  
o f  w h a t  h a p p e n s  t o  t h e  s a m p l e  s l u g  o n c e  i t  i s  i n j e c t e d  i n t o  t h e  f l o w i n g  
s t r e a m  u n d e r  t h e  p r e v a i l i n g  c o n d i t i o n s  o f  l a m i n a r  f l o w .  A s a m p l e  s l u g  
i n j e c t e d  i n t o  t h e  f l o w  s t r e a m  ( F i g u r e  2 - 2 a )  so o n  a s s u m e s  a p a r a b o l i c
c o n c e n t r a t i o n  p r o f i l e  ( F i g u r e  2 - 2 b )  b e c a u s e  t h e  s a m p l e  s o l u t i o n  n e a r  t h e
w a l l s  o f  t h e  t u b i n g  i s  r e t a r d e d  by f r i c t i o n  w i t h  t h e  w a l l s  w h i l e  t h e
s o l u t i o n  a t  t h e  c e n t e r  o f  t h e  t u b e  a c t u a l l y  moves a t  t w i c e  t h e  m ean  f l o w
r a t e .  The d e v e l o p m e n t  o f  t h i s  p a r a b o l i c  p r o f i l e  d i l u t e s  t h e  s a m p l e  and  
s p r e a d s  i t  o u t .  A i r  s e g m e n t e d  s y s t e m s  u s e  a i r  b u b b l e s  t o  r e d u c e  t h i s  
e f f e c t  a nd  t h u s  m a i n t a i n  h i g h  s e n s i t i v i t y  and  p r e v e n t  s a m p l e  c a r r y o v e r .  
FIA,  h o w e v e r ,  t a k e s  a d v a n t a g e  o f  t h i s  phenom enon ,  and c o n t r o l s  s a m p l e  
d i s p e r s i o n  by e m p l o y i n g  c o n d i t i o n s  t h a t  p r o m o t e  r a d i a l  m as s  t r a n s f e r .
D i f f u s i o n  i s  a n  i m p o r t a n t  m e c h a n i s m  c o n t r i b u t i n g  t o  r a d i a l  m as s
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F i g u r e  2 - 1 .  Com ponents  o f  a  s i m p l e  FIA s y s t e m .  C: c a r r i e r  s o l u t i o n ;
P: pump; V: s a m p l e  i n j e c t i o n  v a l v e ;  T: t u b i n g  c o i l  t o  
e n h a n c e  m i x i n g ;  D: f l o w - t h r o u g h  d e t e c t o r .
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F i g u r e  2 - 2 .  D e v e l o p m e n t  o f  p a r a b o l i c  c o n c e n t r a t i o n  p r o f i l e  i n  a  FIA 
s y s t e m .  F low  i n  t h e  s y s t e m  i s  i n  t h e  d i r e c t i o n  o f  t h e  
l a r g e  a r r o w ,  ( a )  s a m p l e  s l u g  S when i n j e c t e d  i n t o  c a r r i e r  
s t r e a m  C; (b )  c o n c e n t r a t i o n  p r o f i l e  some t i m e  a f t e r  
i n j e c t i o n ;  s m a l l  a r r o w s  i n d i c a t e  r a d i a l  d i f f u s i o n .
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t r a n s f e r .  S am p le  i n  t h e  l e a d i n g  cone  o f  t h e  p a r a b o l i c  c o n c e n t r a t i o n  
p r o f i l e  w i l l  t e n d  t o  d i f f u s e  u n d e r  a c o n c e n t r a t i o n  g r a d i e n t  t o  t h e  l e s s  
c o n c e n t r a t e d  c a r r i e r  r e g i o n  n e a r  t h e  w a l l s ,  w h i l e  s a m p l e  i n  t h e  t a i l ,  
r e t a r d e d  by t h e  w a l l s ,  w i l l  t e n d  t o  d i f f u s e  t o w a r d  t h e  m ore  d i l u t e  
c e n t e r  ( s e e  a r r o w s  i n  F i g u r e  2 - 2 b ) .  Thus ,  t h e  s a m p l e  f ro m  t h e  l e a d i n g  
cone d i f f u s i n g  t o w a r d  t h e  w a l l s  w i l l  be s l o w e d  down by f r i c t i o n ,  and t h e  
t r a i l i n g  s a m p l e  w i l l  g r a d u a l l y  move m ore  r a p i d l y  w i t h  t h e  f l o w i n g  s t r e a m  
a s  i t  d i f f u s e s  t o w a r d  t h e  c e n t e r .  T h i s  r e d u c e s  s a m p l e  zone  s p r e a d i n g  
w h i l e  a t  t h e  same t i m e  c a u s i n g  s a m p l e  and  c a r r i e r  t o  m ix .
R a d i a l  m ass  t r a n s f e r  i s  e n h a n c e d  by c o i l i n g  t h e  t u b i n g  b e t w e e n  
i n j e c t o r  and d e t e c t o r .  The m a g n i t u d e  o f  t h i s  e f f e c t  d e p e n d s  on f l o w  
r a t e ,  t u b i n g  d i a m e t e r ,  d e g r e e  o f  c o i l i n g ,  and t h e  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  
( 6 6 , 6 7 ,  6 8 ) .
As t h e  s a m p l e  zone  moves down t h e  t u b e  f ro m  t h e  i n j e c t o r ,  d i l u t i o n  
and  s a m p l e  s p r e a d i n g  i n c r e a s e  ( F i g u r e  2 - 3 ) ,  g i v i n g  r i s e  t o  t h e  
g e n e r a l i z e d  FIA s i g n a l  shown i n  F i g u r e  2 - 4 .  T a i l i n g  i s  common b e c a u s e  
o f  t h e  n a t u r e  o f  t h e  zone  s p r e a d i n g .  C o n t r o l  o f  d i s p e r s i o n  i s  one  o f  t h e  
c r i t i c a l  r e q u i r e m e n t s  i n  FIA. D i s p e r s i o n  i s  d e f i n e d  m a t h e m a t i c a l l y  as
»'c/c.u  <2-D
w h e re  C i s  t h e  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  s a m p l e  and  Cm„__ i s  t h e  maximumma x
c o n c e n t r a t i o n  o f  s a m p l e  t h a t  f l o w s  p a s t  t h e  d e t e c t o r .  FIA s y s t e m s  i n  
w h i c h  s a m p l e  i s  d i l u t e d  i n  a c a r r i e r  o f  r e a g e n t  w o u l d  t y p i c a l l y  be 
d e s i g n e d  t o  h a v e  a  "medium" d i s p e r s i o n  o f  a b o u t  3 t o  10 ( 6 8 ). A 
d i s p e r s i o n  o f  3 i s  e nough  t o  m ix  s a m p l e  and  r e a g e n t s  a d e q u a t e l y ,  w i t h o u t  
c a u s i n g  e x c e s s i v e  l o s s  o f  s e n s i t i v i t y  b e c a u s e  o f  t o o  much d i l u t i o n .
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F i g u r e  2 - 3 .  D i s p e r s i o n  o f  s a m p le  s l u g  f r o m  i n j e c t i o n  ( a )  a s  t h e  
f l o w i n g  s t r e a m  p r o c e e d s  down t h e  t u b i n g  and  p a s t  t h e  












0 1 0 20
TIME (seconds)
F i g u r e  2 - 4 .  T y p i c a l  FIA s i g n a l .  The t a i l i n g  i s  common f o r  t h e s e  
s y s t e m s .
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s a m p l e  v o l u m e ,  f l o w  r a t e ,  t u b i n g  d i a m e t e r  and  l e n g t h ,  and  t h e  r e a c t i o n  
k i n e t i c s .  L a r g e r  s a m p l e  v o l u m e s  may g i v e  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  b e c a u s e  
t h e r e  i s  l e s s  d i l u t i o n  o f  t h e  c e n t e r  o f  t h e  s a m p l e  z o n e ,  b u t  w i l l  r e d u c e  
s a m p l e  t h r o u g h p u t .  S m a l l  d i a m e t e r  t u b i n g  ( t y p i c a l l y  0 .5  t o  0 .8  mm i .d . )  
i s  p r e f e r r e d  t o  e n h a n c e  r a d i a l  d i f f u s i o n  by r e d u c i n g  t h e  d i s t a n c e  
b e t w e e n  t h e  w a l l  and  t h e  c e n t e r  o f  t h e  t u b i n g .  F a s t e r  f l o w  r a t e s  l e a d  
t o  g r e a t e r  r e a g e n t  c o n s u m p t i o n  a n d  c a u s e  a  l o s s  o f  s e n s i t i v i t y  b e c a u s e  
o f  i n c r e a s e d  d i s p e r s i o n ,  b u t  w i l l  i n c r e a s e  s a m p l i n g  r a t e .  D i s p e r s i o n  
c a n  be c o n t r o l l e d  by v a r y i n g  t h e  l e n g t h  o f  t u b i n g  b e t w e e n  i n j e c t o r  and  
d e t e c t o r  t o  a l l o w  a d e q u a t e  t i m e  f o r  m i x i n g ,  w i t h o u t  c a u s i n g  e x c e s s i v e  
d i l u t i o n .
The s y s t e m  m u s t  be  d e s i g n e d  s u c h  t h a t  t h e r e  i s  a d e q u a t e  t i m e  f o r  
any c h e m i c a l  r e a c t i o n  t o  p r o c e e d  f a r  e nough  t o  p r o d u c e  a  m e a s u r e a b l e  
am oun t  o f  p r o d u c t  by t h e  t i m e  t h e  s a m p l e  z one  p a s s e s  t h e  d e t e c t o r .  The 
r e a c t i o n  n e e d  n o t  go t o  c o m p l e t i o n ,  h o w e v e r .  FIA i s  m ore  u s e f u l  f o r  
r e l a t i v e l y  f a s t  r e a c t i o n s  t h a n  f o r  k i n e t i c a l l y  s lo w  r e a c t i o n s .  I n  o r d e r  
t o  o b t a i n  s u f f i c i e n t l y  l o n g  r e s i d e n c e  t i m e s  f o r  t h e  r e a c t a n t s  o f  s lo w  
r e a c t i o n s ,  one l o s e s  t h e  m a i n  a d v a n t a g e s  o f  FIA, m o s t  n o t a b l y  t h e  h i g h  
s a m p l e  t h r o u g h p u t .  C o n v e n t i o n a l  a i r - s e g m e n t e d  s y s t e m s  seem b e t t e r  
s u i t e d  f o r  s l o w  r e a c t i o n s .
The e s s e n t i a l  f e a t u r e  o f  FIA i s  r e p r o d u c i b l e  and  e a s i l y  c o n t r o l l e d  
d i s p e r s i o n .  T h i s  i s  t h e  r e a s o n  FIA i s  so  a t t r a c t i v e  t o  t h e  a n a l y s t  
p e r f o r m i n g  a s s a y s  u s i n g  CL. CL a n a l y s e s  r e q u i r e  h i g h l y  r e p r o d u c i b l e  
m i x i n g  i n  o r d e r  t o  a c h i e v e  a d e q u a t e  p r e c i s i o n .  FIA p r o v i d e s  t h e  
r e p r o d u c i b l e  m i x i n g  r e q u i r e d ,  and o f f e r s  t h e  a d d i t i o n a l  a d v a n t a g e s  o f  
s i m p l e  i n s t r u m e n t a t i o n ,  e a s y  o p e r a t i o n ,  h i g h  s a m p l e  t h r o u g h p u t ,  and  
a d a p t a b i l i t y  t o  a u t o m a t i o n .
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The i n t e r e s t e d  r e a d e r  i s  r e f e r r e d  t o  s e v e r a l  r e c e n t  p u b l i c a t i o n s  
t h a t  d e s c r i b e  FIA i n  m o re  d e t a i l  ( 6 3 ,  69 ,  6 8 , 70) .  I n  p a r t i c u l a r ,  a 
r e c e n t  book  by R u z i c k a  an d  H a n s e n  p r o v i d e s  a n  e x c e l l e n t  d e s c r i p t i o n  o f  
FIA ( 7 1 ) .  Many a p p l i c a t i o n s  o f  FIA h a v e  b e e n  r e p o r t e d  ( 6 8 ) ,  i n c l u d i n g  
s y s t e m s  u s i n g  CL d e t e c t i o n  ( 9 ,  10 ,  72) .
C h r o m i u m ( l I I )  D e t e r m i n a t i o n
I n t r o d u c t i o n
The l u m i n o l  r e a c t i o n  may be  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t r a n s i t i o n  m e t a l  i o n s  
by r e a c t i n g  them  w i t h  e x c e s s  l u m i n o l  and  h y d r o g e n  p e r o x i d e  (50 ,  51, 73,  
74) .  T h i s  g e n e r a l  a p p r o a c h ,  w h i l e  q u i t e  s e n s i t i v e ,  i s  n o t  p a r t i c u l a r l y  
s e l e c t i v e .  H ow ever ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  d e s i g n  a s y s t e m  w h i c h  i s  
s e l e c t i v e  f o r  c h r o m i u m ( l l l )  by u s i n g  e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  a c i d  
(EDTA) t o  e l i m i n a t e  i n t e r f e r e n c e s  f ro m  o t h e r  m e t a l  i o n s  t h a t  a l s o  
c a t a l y z e  l u m i n o l  CL ( 5 0 ,  51 , 7 3 ,  7 4 ) .
The c o m p l e x e s  o f  EDTA w i t h  t r a n s i t i o n  m e t a l  i o n s  do n o t  c a t a l y z e  
l u m i n o l  CL. I n  p a r t i c u l a r ,  t h e  C r ( I I I ) -E D T A  c o m p le x  d o e s  n o t  c a t a l y z e  
l u m i n o l  CL, b u t  i t  i s  k i n e t i c a l l y  s lo w  t o  f o r m  ( 5 1 ) .  By a d d i n g  EDTA t o  
t h e  s a m p l e ,  i n t e r f e r i n g  m e t a l  i o n s  a r e  c o m p l e x e d  q u i c k l y ,  w h i l e  C r ( I I I )  
i s  s t i l l  t e m p o r a r i l y  f r e e  t o  c a t a l y z e  l u m i n o l  CL. The CL i n t e n s i t y  can  
t h e n  b e  r e l a t e d  t o  C r ( l l l )  c o n c e n t r a t i o n .  H e a t i n g  t h e  s a m p l e  a f t e r  EDTA 
a d d i t i o n  w i l l  a c c e l e r a t e  f o r m a t i o n  o f  t h e  C r ( I I l ) -E D T A  co m p le x .  T h i s  
s o l u t i o n  c a n  t h e n  be u s e d  a s  a  b l a n k .  I n t e r f e r i n g  i o n s  t h a t  EDTA does  
n o t  c o m p l e t e l y  e l i m i n a t e  a r e  C o ( l l ) ,  F e ( I l )  and  F e ( I I l )  ( 5 0 ) .  These  
i n t e r f e r e n c e s  c a n  be  a c c o u n t e d  f o r  by t h e  b l a n k  s i n c e  CL c a t a l y z e d  by 
C o ( l l ) ,  F e ( I I )  and  F e ( I I I )  i s  n o t  a f f e c t e d  by h e a t i n g  t h e  E D T A - t r e a t e d  
s a m p l e  ( 5 0 ) .  Chromium(V l)  doe s  n o t  c a t a l y z e  l u m i n o l  CL, so  t h i s  m e thod  
i s  s p e c i f i c  f o r  Cr i n  t h e  3+ o x i d a t i o n  s t a t e .  T h i s  a p p r o a c h  h a s  b e e n
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a p p l i e d  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  b i o l o g i c a l  and  e n v i r o n m e n t a l  s a m p l e s  (50 ,  51, 
7 3 ,  7 4 ) .
I t  s h o u l d  be  p o i n t e d  o u t  t h a t  t h e  w o r k  on  a CL-FIA s y s t e m  f o r  
C r ( I I I )  d e t e r m i n a t i o n  r e p o r t e d  h e r e  was  u n d e r t a k e n  w i t h  a  v e r y  s p e c i f i c  
a p p l i c a t i o n  i n  m in d .  The l i m i t e d  e x p e r i m e n t a t i o n  was a i m e d  a t  s o l v i n g  
t h e  p r o b l e m  a t  h a n d ,  r a t h e r  t h a n  a t  c h a r a c t e r i z i n g  t h e  a n a l y t i c a l  
p e r f o r m a n c e  o f  t h e  CL-FIA s y s t e m  f o r  C r ( l I I )  d e t e r m i n a t i o n  i n  g e n e r a l .
I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  (75)  t h a t  d i c h r o m a t e  s o l u t i o n s  a r e  r e d u c e d  t o  
C r ( l l l )  by i r r a d i a t i o n  w i t h  gamma r a y s .  I n  a c i d i c  s o l u t i o n s ,  t h e  y i e l d  
o f  C r ( I I l )  a s  a f u n c t i o n  o f  r a d i a t i o n  f l u x  i s  q u i t e  r e p r o d u c i b l e .  T h i s  
f a c t  h a s  b e e n  u s e d  a s  t h e  b a s i s  f o r  a  p r o p o s e d  r a d i a t i o n  d o s i m e t e r  (75 ,  
76)  c o n t a i n i n g  p o t a s s i u m  d i c h r o m a t e  i n  s u l f u r i c  a c i d  s o l u t i o n .  The 
am oun t  o f  C r ( I I l )  f o r m e d  i n  t h e  d o s i m e t e r  s o l u t i o n  a f t e r  i r r a d i a t i o n  
w o u l d  b e  r e l a t e d  t o  r a d i a t i o n  d o s a g e .  C r ( I I l )  c o n c e n t r a t i o n  s h o u l d  
i n c r e a s e  l i n e a r l y  w i t h  dose  ( 7 6 ) .  For  s u c h  a  d o s i m e t e r  t o  be  u s e f u l ,  
t h e r e  m u s t  be  a m e t h o d  f o r  m e a s u r i n g  C r ( I I l )  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  C r (V l ) .  
The p r o j e c t  d i s c u s s e d  h e r e  was u n d e r t a k e n  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  CL-FIA 
w o u l d  be  a  f e a s i b l e  a p p r o a c h  t o  t h i s  p r o b l e m .
E x p e r i m e n t a l
I n s t r u m e n t a t i o n . W h i l e  t h e  i n s t r u m e n t a l  a r r a n g e m e n t  i s  som ew hat  
s i m i l a r  t o  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  s y s t e m s  ( 5 1 ,  74) ,  t h e  u s e  o f  FIA 
m e t h o d o l o g y  o f f e r s  t h e  a d v a n t a g e s  o f  g r e a t e r  s i m p l i c i t y ,  v e r s a t i l i t y ,  
h i g h  s a m p l i n g  r a t e s ,  and  s m a l l  s a m p l e  s i z e  r e q u i r e m e n t s .  The s y s t e m  
u s e d  f o r  t h i s  w ork  i s  d i a g r a m m e d  i n  F i g u r e  2 - 5 .  A H a r v a r d  A p p a r a t u s  
Compact  I n f u s i o n  Pump, m o d e l  975,  d r o v e  t h e  50mL p l a s t i c  s y r i n g e s  w h i c h  








F i g u r e  2 - 5 .  FIA s y s t e m  f o r  C r ( I I I )  d e t e r m i n a t i o n .  A t w o - c h a n n e l
p e r i s t a l t i c  pump d r o v e  t h e  l u m i n o l  and  H2 O2 s y r i n g e s .  A 
s e p a r a t e ,  s i n g l e - c h a n n e l  pump d r o v e  t h e  s a m p l e  s y r i n g e .  
The c o i l  o f  T e f l o n  t u b i n g  was m o u n te d  f l a t  a g a i n s t  t h e  
f a c e  o f  t h e  p h o t o m u l t i p l i e r .
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p e r o x i d e  w e r e  n e c e s s a r y  b e c a u s e  a  s i n g l e  l u m i n o l - p e r o x i d e  s o l u t i o n  w o u l d  
n o t  be  s t a b l e .  T e f l o n  t u b i n g ,  0 .79  mm i . d . ,  was u s e d  t h r o u g h o u t  t h e  
s y s t e m .  Sam ple  was  i n j e c t e d  by a  p n e u m a t i c a l l y  a c t u a t e d  A l t e x  s l i d e r  
v a l v e .  The v o lu m e  o f  t h e  s a m p l e  l o o p  was a p p r o x i m a t e l y  107 uL, w h i c h  
r e p r e s e n t s  a s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  s a m p l e  s i z e  c o m p a r e d  t o  p r e v i o u s l y  
r e p o r t e d  s y s t e m s  f o r  CL d e t e r m i n a t i o n  o f  C r ( I I l )  ( 5 1 ) .  The e x a c t  s a m p l e  
v o l u m e  i s  n o t  a s  i m p o r t a n t  a s  r e p r o d u c i b i l i t y .
CL e m i s s i o n  was  d e t e c t e d  by a n  EMI p h o t o m u l t i p l i e r  t u b e  (PMT) 
o p e r a t e d  a t  - 1 8 0 0  v o l t s  f r o m  a  F l u k e  412B h i g h  v o l t a g e  p o w e r  s u p p l y .
A K e i t h l y  610C e l e c t r o m e t e r  was c o u p l e d  t o  a  H ea th  m o d e l  204 s t r i p  c h a r t  
r e c o r d e r  f o r  d a t a  r e a d o u t .  An O r i o n  R e s e a r c h  model  501 pH m e t e r  was 
u s e d  f o r  a l l  pH m e a s u r e m e n t s .
R e a g e n t s .  L u m in o l  was u s e d  a s  r e c e i v e d  f rom A l d r i c h .  B o r i c  a c i d  
and  KOH f o r  p r e p a r a t i o n  o f  0.01 M b o r a t e  b u f f e r s ,  pH 10 .8 ,  w e r e  o b t a i n e d  
f ro m  B a k e r .  R e a g e n t  g r a d e  s u l f u r i c  a c i d ,  U l t r e x  h i g h  p u r i t y  s u l f u r i c  
a c i d  and  p o t a s s i u m  d i c h r o m a t e  w e r e  a l s o  o b t a i n e d  f rom  B a k e r .  H ydrogen  
p e r o x i d e  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  by d i l u t i o n  o f  a 30% s o l u t i o n .  
C h r o m i u m ( I I I )  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  a s t o c k  s o l u t i o n  o f  c h rom ium  
n i t r a t e .  D e i o n i z e d / d i s t i l l e d  w a t e r  was p r e p a r e d  i n  a B a r n s t e a d  s t i l l .  
D i s o d iu m  EDTA (B a k e r )  was  a d d e d  t o  t h e  b o r a t e - b u f f e r e d  l u m i n o l  and 
p e r o x i d e  s o l u t i o n s  t o  c o m p l e x  any  t r a c e  m e t a l  i m p u r i t i e s  t h a t  may have  
b e e n  p r e s e n t  i n  t h e  r e a g e n t s .
P r o c e d u r e .  To a 10.0 mL a l i q u o t  o f  s a m p l e  s o l u t i o n  was a d d e d  l.OmL 
o f  0.2M EDTA. S m a l l e r  s a m p l e s  may be u s e d ,  i n  w h i c h  c a s e  EDTA a d d i t i o n  
s h o u l d  be  r e d u c e d  a c c o r d i n g l y .  T h i s  s o l u t i o n  was m i x e d ,  and a l i q u o t s  
w e r e  i n j e c t e d  i n t o  t h e  f l o w  s y s t e m  f o r  CL d e t e r m i n a t i o n  o f  C r ( l l l )
w i t h i n  a b o u t  f i v e  m i n u t e s  o f  EDTA a d d i t i o n .  T h i s  l e n g t h  o f  t i m e  s h o u l d  
n o t  p e r m i t  t h e  f o r m a t i o n  o f  s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  o f  C r ( I I I ) - E D T A  c o m p le x  
( 51 ) .  B l a n k s  w e r e  p r e p a r e d  by h e a t i n g  t h e  E D T A - t r e a t e d  s a m p l e  b e f o r e  
i n j e c t i o n .  H i g h l y  a c i d i c  s a m p l e s  w e r e  t i t r a t e d  w i t h  a p r o x i m a t e l y  1 M KOH 
t o  pH 3 - 4  b e f o r e  i n j e c t i o n .  The v o l u m e  o f  t h e  a d d e d  b a s e  w as  r e c o r d e d  
and  a c c o u n t e d  f o r  i n  c a l c u l a t i o n s  o f  C r ( I I l )  c o n c e n t r a t i o n .
L u m in o l  c o n c e n t r a t i o n  was 0 .4  i M  f o r  a l l  e x p e r i m e n t s  and  h y d r o g e n  
p e r o x i d e  c o n c e n t r a t i o n  was 0.01M. A f l o w  r a t e  o f  8 .6  m L / m i n / s y r i n g e  was 
em p lo y e d .
R e s u l t s  and  D i s c u s s i o n
Because  t h i s  p r o j e c t  was n o t  c o n c e r n e d  w i t h  c o m p l e t e  
c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  CL-FIA s y s t e m  f o r  C r ( l I I )  d e t e r m i n a t i o n ,  many o f  
t h e  o p e r a t i n g  p a r a m e t e r s  w e r e  a d a p t e d  f r o m  p r e v i o u s  w o r k  w i t h  s i m i l a r  
s y s t e m s  (10 ,  51) .  R e a g e n t  c o n c e n t r a t i o n s  s t a t e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  
s e c t i o n  g a v e  s a t i s f a c t o r y  r e s u l t s  and  t h e r e f o r e  w e r e  n o t  f u r t h e r  
o p t i m i z e d .  The f l o w  r a t e  c h o s e n  p r o v i d e d  good  s e n s i t i v i t y  an d  good 
p r e c i s i o n  f o r  r e p l i c a t e  i n j e c t i o n s .
The g o a l  of  t h e  p r o j e c t  was t o  m e a s u r e  C r ( I I l )  c o n c e n t r a t i o n  i n  
s e v e r a l  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  70 jiM p o t a s s i u m  d i c h r o m a t e  an d  e i t h e r  0 .4  M o r  
0 . 0 4  M s u l f u r i c  a c i d .  These  s a m p l e s ,  p r e p a r e d  by Dr. K. G. McLaren o f  
t h e  A u s t r a l i a n  A t o m ic  E n e r g y  C o m m is s io n  (AAEC), had  b e e n  s u b j e c t e d  t o  
gamma r a y  d o s e s  r a n g i n g  f ro m  0 t o  1000 r a d s .  I r r a d i a t e d  s a m p l e s  w e r e  
e x p e c t e d  t o  c o n t a i n  83 pM t o  0.83  _jiM C r ( I I l )  (76) .  The h i g h  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u l f u r i c  a c i d  w e r e  r e q u i r e d  f o r  r e l i a b l e  y i e l d s  o f  
C r ( I I l )  upon  i r r a d i a t i o n  ( 7 6 ) .
The h i g h  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  was a p r o b l e m ,  as  m i g h t  be e x p e c t e d ,  
s i n c e  t h e  l u m i n o l  r e a c t i o n  i s  m o s t  e f f i c i e n t  a t  pH 10.4 t o  10.8.  When
s t a n d a r d  s a m p l e s  o f  C r ( I I I )  c o n t a i n i n g  e i t h e r  (5.4 o r  0 .0 4  M s u l f u r i c  a c i d  
w e r e  i n j e c t e d  i n t o  t h e  f l o w  s y s t e m  ( a f t e r  EDTA a d d i t i o n  t o  e a c h  s a m p l e ) ,  
t h r e e  c l o s e l y  s p a c e d  p e a k s  o f  u n e q u a l  m a g n i t u d e  w e r e  o b s e r v e d .  An 
e x a m p l e  o f  t h i s  i s  shown i n  F i g u r e  2 - 6 .  P r e c i s i o n  o f  r e p l i c a t e s  was 
e x t r e m e l y  p o o r ,  p r e s u m a b l y  b e c a u s e  o f  pH g r a d i e n t  e f f e c t s .  The pH o f  
t h e  s a m p l e s  ha d  t o  be  r a i s e d  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  s i n g l e ,  w e l l - s h a p e d  
p e a k s .  S t a n d a r d  C r ( I I l )  s o l u t i o n s  i n  0 .4  M s u l f u r i c  a c i d  w e r e  t i t r a t e d  
t o  a  pH b e t w e e n  3 and 4 b e f o r e  i n j e c t i o n .  T h i s  m o d i f i c a t i o n  r e s u l t e d  i n  
s m o o th ,  s i n g l e  p e a k s  w i t h  no s h o u l d e r s .  I t  i s  b e l i e v e d  t h a t  t h e  
r e d u c t i o n  i n  pH g r a d i e n t  e f f e c t s  r e s u l t i n g  f r o m  a d j u s t i n g  s a m p l e  pH 
c l o s e r  t o  r e a g e n t  pH e l i m i n a t e d  t h e  m u l t i p l e  p e a k s  o b s e r v e d  w i t h  no pH 
a d j u s t m e n t .  F i g u r e  2 - 7  show s  some t y p i c a l  d a t a .
G r e a t  d i f f i c u l t y  was  e n c o u n t e r e d  i n  c o n s t r u c t i n g  c a l i b r a t i o n  
c u r v e s ,  e v e n  a f t e r  t h e  pH e f f e c t  d i s c u s s e d  above  was c o n t r o l l e d .  B lank  
v a l u e s  f ro m  s o l u t i o n s  w i t h  no a d d e d  C r ( I I I )  w e r e  h i g h  and 
n o n r e p r o d u c i b l e .  H e a t i n g  t h e s e  s o l u t i o n s  a f t e r  EDTA a d d i t i o n  c a u s e d  a 
l o s s  o f  CL e m i s s i o n .  I t  w as  t h e r e f o r e  c o n c l u d e d  t h a t  some s o u r c e  o f  
i n t e r f e r i n g  C r ( l I I )  was p r e s e n t .
E x p e r i m e n t s  w e r e  u n d e r t a k e n  t o  d e t e r m i n e  t h e  s o u r c e  o f  t h e  C r ( l I I )  
c o n t a m i n a t i o n  ( T a b l e  2 - 1 ) .  A c i d  w a s h e d  g l a s s w a r e  was u s e d  f o r  m ak ing  
s o l u t i o n s .  P l a s t i c  w a r e  was  a v o i d e d  b e c a u s e  o f  t h e  p o t e n t i a l  f o r  
r e d u c t i o n  o f  d i c h r o m a t e  i n  a c i d i c  s o l u t i o n  i n  c o n t a c t  w i t h  p o l y m e r s  o f  
t h e  p l a s t i c  (76 ) .  As c a n  be s e e n  f ro m  T a b l e  2 - 1 ,  r e a g e n t  g r a d e  s u l f u r i c  
a c i d  c o n t a i n e d  s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  o f  C r ( l l l ) .  The U l t r e x  a c i d  was 
s u f f i c i e n t l y  low i n  C r ( l I I )  t o  e l i m i n a t e  t h i s  p r o b l e m .  I t  c a n  be s e e n  
f r o m  T a b l e  2 -1  t h a t  a l l  c o m p o n e n t s  i n d i v i d u a l l y  w e r e  i n t e r f e r e n c e  f r e e .  








F i g u r e  2 - 6 .  S i g n a l s  f o r  r e p l i c a t e  i n j e c t i o n s  o f  10 Cr^+ i n  0 .4  M 






F i g u r e  2 - 7 .  R e p l i c a t e  i n j e c t i o n s  o f  10“ ^ M C r^ + i n  0 .4  M H2 O2 J t i t r a t e d  
w i t h  KOH t o  pH 3 - 4 .
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Table 2-1
R e s u l t s  o f  e x p e r i m e n t s  d e s i g n e d  t o  i d e n t i f y  t h e  s o u r c e  o f  i n t e r f e r e n c e  
i n  t h e  CL-FIA s y s t e m  f o r  C r ( l I I )  d e t e r m i n a t i o n .
S t a n d a r d  S o l u t i o n  C o n t e n t s  I n t e r f e r e n c e  P r e s e n t
d / d  w a t e r no
KOH s o l u t i o n  i n  d / d  H2 O no
d / d  H20 + H2 S04 ,  t o  pH 3 - 4 ye s
d / d  H20 + U l t r e x  H2 SO4 , t o  pH 3 - 4 no
d / d  H2 O + I&.qGtqO'j no
d / d  H20 + EDTA no
d / d  H20 + U l t r e x  H2 SO4  + K2 C r 2 0 7 yes
No i n t e r f e r e n c e  means  t h a t  no s i g n i f i c a n t  CL s i g n a l  was  o b s e r v e d  w i t h  
t h a t  g i v e n  c o m b i n a t i o n  o f  c o m p o n e n t s ,  d / d  = d e i o n i z e d / d i s t i l l e d  
w a t e r .
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i n t e r f e r e n c e  p r o b l e m .  T h i s  i n t e r f e r e n c e  w as  e l i m i n a t e d  by  h e a t i n g  t h e  
s a m p l e s  a f t e r  EDTA a d d i t i o n ,  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  C r ( I I I )  a s  t h e  
i n t e r f e r e n c e .  A p p a r e n t l y ,  some Cr (Vl)  was b e i n g  r e d u c e d  i n  t h e  a c i d  
s o l u t i o n s .
The s a m p l e s  f r o m  t h e  AAEC w e r e  t r e a t e d  w i t h  EDTA and b a s e  t o  pH 3 - 4  
and  i n j e c t e d  i n t o  t h e  CL-FIA s y s t e m  t o  s e e  i f  any  m e a n i n g f u l  r e s u l t s  
w o u ld  be o b t a i n e d .  A l l  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  d i c h r o m a t e  and  e i t h e r  
c o n c e n t r a t i o n  o f  s u l f u r i c  a c i d  (0 .04  o r  0 .4  M) g a v e  e x t r e m e l y  h i g h  CL 
i n t e n s i t i e s ,  e v e n  s o l u t i o n s  t h a t  ha d  n o t  b e e n  i r r a d i a t e d  and  w e r e  
e x p e c t e d  t o  c o n t a i n  no C r ( I I l ) .  M e a n i n g f u l  q u a n t i t a t i o n  o f  C r ( I I I )  was  
n o t  p o s s i b l e  w i t h  any  of  t h e  s a m p l e s .  B la n k  s o l u t i o n s  c o n t a i n i n g  no 
d i c h r o m a t e  w e r e  i n c l u d e d  w i t h  t h e  AAEC s a m p l e s .  T h e s e  w e r e  s i m p l y  
s o l u t i o n s  o f  s u l f u r i c  a c i d .  These  s o l u t i o n s  w i t h  no d i c h r o m a t e  w e r e  
t h e  o n l y  s a m p l e s  t h a t  d i d  n o t  g i v e  i n o r d i n a t e l y  h i g h  CL s i g n a l s .
Work on  t h i s  p r o j e c t  was s u s p e n d e d  when i t  was r e a l i z e d  t h a t  none  
o f  t h e  s a m p l e s  r e c e i v e d  f r o m  t h e  AAEC w o u l d  g i v e  m e a n i n g f u l  r e s u l t s  i n  
t h e  CL-FIA s y s t e m .  A p p a r e n t l y ,  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  d i c h r o m a t e  and 
s u l f u r i c  a c i d  c a u s e d  some r e d u c t i o n  o f  Cr (V l ) .  A l t h o u g h  t h e  CL-FIA 
m e th o d  was  n o t  s u c c e s s f u l  i n  t h i s  s i t u a t i o n  and  was n o t  c h a r a c t e r i z e d  
f u r t h e r ,  i t  i s  e x p e c t e d  t h a t  i t  w i l l  p e r f o r m  q u i t e  w e l l  f o r  many o t h e r  
l e s s  c o n f o u n d i n g  s a m p l e  m a t r i c e s .  Compared t o  p r e v i o u s  m e t h o d s  f o r  CL 
d e t e r m i n a t i o n  o f  C r ( l l l ) ,  t h i s  m e t h o d  o f f e r s  t h e  a d v a n t a g e s  o f  much 
s i m p l e r  i n s t r u m e n t a t i o n ,  t h e  a b i l i t y  t o  u se  s i g n i f i c a n t l y  s m a l l e r  s a m p l e  
s i z e s ,  and  h i g h  s a m p l e  t h r o u g h p u t  (on  t h e  o r d e r  o f  240 s a m p l e s / h o u r ) .  
P r o v i s i o n s  c o u l d  e a s i l y  b e  made f o r  h a v i n g  EDTA m ix  w i t h  t h e  s a m p l e  i n  
t h e  f l o w  s y s t e m ,  e l i m i n a t i n g  t h e  n e e d  f o r  m a n u a l  a d d i t i o n  and m i x i n g  o f  
EDTA. T h i s  w o u ld  a l s o  o f f e r  m o re  r e p r o d u c i b l e  t i m i n g  b e t w e e n  EDTA
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a d d i t i o n  and  CL d e t e c t i o n .  The d e t e c t i o n  l i m i t  was  e s t i m a t e d  t o  b e  on 
t h e  o r d e r  o f  1 nM C r ( I I l ) .
G l u c o s e  D e t e r m i n a t i o n  U s in g  FIA w i t h  CL D e t e c t i o n  
I n t r o d u c t i o n
The d e t e r m i n a t i o n  o f  b l o o d  g l u c o s e  i s  one  o f  t h e  m o s t  f r e q u e n t l y  
p e r f o r m e d  c l i n i c a l  a s s a y s  ( 7 7 ) ,  a c c o u n t i n g  f o r  m ore  t h a n  20% o f  a l l  
c h e m i c a l  a n a l y s e s  p e r f o r m e d  by t h e  a v e r a g e  h o s p i t a l  l a b  ( 7 7 ) .  I n  
a d d i t i o n ,  many m ore  a r e  p e r f o r m e d  i n  c l i n i c s  and i n d e p e n d e n t  l a b s .  I t  
s h o u l d  be  o b v i o u s ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  c l i n i c a l  l a b o r a t o r i e s  s e e k  m e t h o d s  
f o r  g l u c o s e  t h a t  n o t  o n l y  o f f e r  a h i g h  d e g r e e  o f  a c c u r a c y  and  p r e c i s i o n ,  
b u t  a l s o  h i g h  s a m p l e  t h r o u g h p u t ,  e a s y  o p e r a t i o n  and m a i n t a n a n c e ,  and 
r e l i a b i l i t y .
T h i s  s e c t i o n  d e s c r i b e s  a  m e t h o d  f o r  g l u c o s e  t h a t  o f f e r s  s e v e r a l  
a d v a n t a g e s .  The m e t h o d ,  w h i c h  i s  b a s e d  on  t h e  u s e  o f  FIA w i t h  CL 
d e t e c t i o n ,  e x h i b i t s  t h e  h i g h  s e n s i t i v i t y  and w i d e  l i n e a r  d y n a m ic  r a n g e  
t y p i c a l  o f  CL a n a l y s e s  and  t h e  h i g h  s a m p l e  t h r o u g h p u t ,  e a s y  o p e r a t i o n ,  
and  a d a p t a b i l i t y  t o  a u t o m a t i o n  c h a r a c t e r i s t i c  o f  FIA. I n s t r u m e n t a l  
r e q u i r e m e n t s  an d  c o s t  a r e  m i n i m a l .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  m e th o d  o f f e r s  t h e  
s p e c i f i c i t y  o f  a n  enzyme r e a c t i o n .
P r i n c i p l e s
The e n z y m a t i c  o x i d a t i o n  o f  g l u c o s e  by g l u c o s e  o x i d a s e  (E.C.1.1.3.4)  
c a n  b e  c o u p l e d  t o  t h e  l u m i n o l  r e a c t i o n ,  g e n e r a t i n g  CL t h a t  w i l l  be  
p r o p o r t i o n a l  t o  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n .  The g l u c o s e  o x i d a s e  r e a c t i o n  
p r o d u c e s  g l u c o n i c  a c i d  and  h y d r o g e n  p e r o x i d e .  The enzyme i s  h i g h l y  
s p e c i f i c  f o r ^ - D - g l u c o s e .  The h y d r o g e n  p e r o x i d e  g e n e r a t e d  by t h e  enzyme 
r e a c t i o n  i s  a l l o w e d  t o  r e a c t  w i t h  a n  e x c e s s  o f  l u m i n o l  and  c a t a l y s t /
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c o o x i d a n t  t o  p r o d u c e  CL. The o v e r a l l  s chem e  o f  t h e  c o u p l e d  s y s t e m  i s  
show n  i n  F i g u r e  2 - 8 .
Some m e th o d s  b a s e d  on  t h i s  p r i n c i p l e  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  ( 7 8 ,  47 ,
52,  53,  49 ,  54) ,  a l t h o u g h  none h a v e  made u s e  o f  FIA. The m e t h o d  o f  
A u s e s ,  Cook and  Maloy (53)  s u f f e r s  m o s t  n o t i c e a b l y  f r o m  a  l a c k  o f  
c o n v e n i e n c e ,  s i n c e  s a m p l e s  m u s t  be i n j e c t e d  i n d i v i d u a l l y  i n t o  a 
p h o t o m e t e r ,  r e s u l t i n g  i n  low  s a m p l e  t h r o u g h p u t .  The f l o w  s y s t e m  
d e s c r i b e d  by B o s t i c k  and  H e r c u l e s  (49 )  u s e s  an  i m m o b i l i z e d  enzyme co lum n  
and  ha s  b e e n  o p t i m i z e d  i n  t e r m s  o f  r e a g e n t  c o n c e n t r a t i o n s  and  o t h e r  
c o n d i t i o n s ,  b u t  i s  s l o w e r  and  m ore  c o m p l i c a t e d  t h a n  t h e  FIA s y s t e m .  A 
r e c e n t l y  r e p o r t e d  m e t h o d  (78)  t a k e s  an  i n t e r e s t i n g  a p p r o a c h  by u s i n g  a 
p r e s s u r e  g r a d i e n t  b e t w e e n  r e a g e n t  and a n a l y t e  s o l u t i o n s  t o  i n d u c e  
d i f f u s i o n  o f  r e a g e n t  i n t o  t h e  a n a l y t e  s o l u t i o n ,  b u t  s e em s  t o  o f f e r  no 
a d v a n t a g e s  o v e r  t h e  FIA m e th o d .
C om b in in g  t h e  g l u c o s e  o x i d a s e - l u m i n o l  c o u p l e d  r e a c t i o n  w i t h  FIA 
r e s u l t s  i n  a  s y s t e m  t h a t  i s  s i m p l e ,  i n e x p e n s i v e  ( i n  t e r m s  o f  b o t h  
e q u i p m e n t  and  r e a g e n t  c o s t s ) ,  r e l i a b l e ,  e a s y  t o  o p e r a t e ,  and  c o u l d  
e a s i l y  b e  a u t o m a t e d .  FIA p r o v i d e s  t h e  c o n t r o l l e d  d i s p e r s i o n  i m p o r t a n t  
f o r  CL m e t h o d s .  F i n a l l y ,  i m m o b i l i z a t i o n  o f  t h e  g l u c o s e  o x i d a s e  a l l o w s  
r e u s e  o f  t h e  enzyme f o r  many a n a l y s e s ,  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c i n g  r e a g e n t  
c o s t s .  I n c r e a s e d  enzyme s t a b i l i t y  i s  a n o t h e r  i m p o r t a n t  a d v a n t a g e  o f  
i m m o b i l i z e d  enzym es .  T e t h e r i n g  enzymes  t o  C o n t r o l l e d  P o r o s i t y  G l a s s  
b e a d s  and  p a c k i n g  them i n  a c o lu m n  p e r m i t s  e a s y  u t i l i z a t i o n  i n  a f l o w  
s y s t e m .  I t  w ou ld  be a n  e s p e c i a l l y  c o n v e n i e n t  a r r a n g e m e n t  f o r  a d a p t a t i o n  
t o  a u t o m a t i o n .
E x p e r i m e n t a l
A p p a r a t u s . The f l o w  s y s t e m  u s e d  f o r  some e a r l y  e x p e r i m e n t s  w i t h
V ? - D - g l u c o s e  +
h 2 o 2
G.O.
02    ^  & - D - g l u c o n i c  a c i d  + H2 0 2
c a t a l y s t
+ l u m i n o l  ------------------------> C .L .
b a s e
F i g u r e  2 - 8 .  R e a c t i o n  s c h em e  f o r  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n  u s i n g  l u m i n o l  
c h e m i l u m i n e s c e n c e . G.O. = G l u c o s e  O x i d a s e .
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t h e  C u ( I l )  c a t a l y z e d  l u m i n o l  r e a c t i o n  i s  d i a g r a m m e d  i n  F i g u r e  2 - 9 .  Two 
50 mL p l a s t i c  s y r i n g e s  (A) h e l d  t h e  r e a g e n t  s o l u t i o n  w h i c h  c o n t a i n e d  0.2 
mM l u m i n o l ,  0 .03 M C u ( I I )  and  a p p r o x i m a t e l y  1.2 M NH3 . The s o l u t i o n s  
w e r e  b u f f e r e d  t o  pH 10 .4 .  The r e a g e n t  s y r i n g e s  w e r e  m o u n te d  i n  a 
H a r v a r d  A p p a r a t u s  m o d e l  975 c o m p a c t  i n f u s i o n  pump. A r e a g e n t  f l o w  r a t e  
o f  8 .6  m L / m i n / s y r i n g e  p r o v i d e d  t h e  b e s t  s e n s i t i v i t y  and  p r e c i s i o n .  The 
s a m p l e  s y r i n g e  was m o u n t e d  i n  a  Sage m o d e l  255-1  i n f u s i o n  pump o p e r a t e d  
a t  3 .2  m L/m in .  T e f l o n  t u b i n g ,  0 .79  mm i . d . ,  was u s e d  t h r o u g h o u t  t h e  f l o w  
s y s t e m .  The g l u c o s e  o x i d a s e  co lum n  p a c k e d  l e n g t h  was  a p p r o x i m a t e l y  8.5 
cm, i n  3 mm i . d .  p l a s t i c  t u b i n g .  A p n e u m a t i c a l l y  a c t u a t e d  A l t e x  s l i d e r  
v a l v e  was  u s e d  f o r  s a m p l e  i n j e c t i o n  i n t o  a 107 uL s a m p l e  l o o p .
The i n s t r u m e n t a l  a r r a n g e m e n t  f o r  t h e  f e r r i c y a n i d e  c a t a l y z e d  s y s t e m  
i s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  2 - 1 0 .  A t h r e e  c h a n n e l  C o l e - P a r m e r  p e r i s t a l t i c  
pump (m o d e l  7545)  f i t t e d  w i t h  m o d e l  7014 pump h e a d s  was u s e d  t o  pump t h e  
l u m i n o l ,  f e r r i c y a n i d e  an d  c a r r i e r  l i n e s .  C o l e - P a r m e r  -  Tygon t u b i n g  
6408 -43  was u s e d  i n  t h e  pum ps;  a l l  o t h e r  c o n d u i t s  w e r e  0.79  mm i .d .
T e f l o n  t u b i n g  o b t a i n e d  f r o m  A l t e x .  S a m p le  f l o w  f ro m  50 mL p l a s t i c  
s y r i n g e s  was p r o v i d e d  by a  Sage m o d e l  255 -1  i n f u s i o n  pump.  The g l u c o s e  
o x i d a s e  co lum n was  a p p r o x i m a t e l y  6.5  cm l o n g  ( p a c k e d  l e n g t h )  i n  3 mm 
i . d .  p l a s t i c  t u b i n g .  G l a s s  w o o l  p l u g s  k e p t  t h e  c o lu m n  p a c k i n g  i n  
p l a c e .  Sam ple  was i n j e c t e d  f r o m  a s a m p l e  l o o p  by a  p n e u m a t i c a l l y  
a c t u a t e d  Rheodyne 4 - w a y  r o t a r y  v a l v e .  The vo lu m e  o f  t h e  s a m p l e  l o o p  
was a p p r o x i m a t e l y  100 j i L.
A m i x i n g  c o i l  was i n c l u d e d  t o  i n s u r e  a d e q u a t e  m i x i n g  o f  t h e  l u m i n o l  
s o l u t i o n  w i t h  t h e  c o o x i d a n t  s o l u t i o n .  T h e s e  r e a g e n t s  w e r e  m ix e d  i n  t h e  
f l o w  s y s t e m  b e c a u s e  a  s i n g l e  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  b o t h  l u m i n o l  and  t h e  




w a s te
PMT
F i g u r e  2 - 9 .  FIA s y s t e m  f o r  C u ( I I )  c a t a l y z e d  l u m i n o l  s y s t e m  f o r  g l u c o s e  
d e t e r m i n a t i o n .  A: l u m i n o l - C u ( I I ) - N H 3 s o l u t i o n ;  B: s a m p l e  
s o l u t i o n ;  C: i m m o b i l i z e d  g l u c o s e  o x i d a s e  c o lum n ;  D: t u b i n g  
c o i l  m oun ted  i n  f r o n t  o f  p h o t o m u l t i p l i e r .
pump





F i g u r e  2 - 1 0 .  FIA s y s t e m  f o r  Fe(CN)^^ - c a t a l y z e d  s y s t e m  f o r  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n .  A: f e r r i c y a n i d e  
s o l u t i o n ;  B: l u m i n o l  i n  b o r i c  a c i d  b u f f e r ;  C: a c e t a t e  c a r r i e r  b u f f e r ;  D: s a m p le  
s o l u t i o n ;  E: i m m o b i l i z e d  g l u c o s e  o x i d a s e  co lu m n;  F: t u b i n g  c o i l  m oun ted  i n  f r o n t  o f  
p h o t o m u l t i p i e r .  The pump f o r  s o l u t i o n s  A, B, and  C i s  a  3 - c h a n n e l  p e r i s t a l t i c  pump. 
The sample  (D) was pumped by a  s i n g l e - c h a n n e l  i n f u s i o n  pump.
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38 cm. The l e n g t h  o f  t u b i n g  f r o m  t h e  s a m p l e  i n j e c t i o n  v a l v e  t o  t h e  T-  
f i t t i n g  w h e r e  s a m p l e  and  r e a g e n t  s o l u t i o n  j o i n e d  was 2.3 cm. The l e n g t h  
o f  t h e  t u b i n g  c o i l  i n  f r o n t  o f  t h e  PMT w as  a b o u t  38 cm. The PMT, 
e l e c t r o n i c s ,  and  r e c o r d e r  w e r e  t h e  same a s  u s e d  f o r  t h e  C r ( I I l )  
d e t e r m i n a t i o n s .
R e a g e n t s .  L u m in o l  w as  u s e d  a s  r e c e i v e d  f rom  A l d r i c h .  W ork ing  
s o l u t i o n s  o f  l u m i n o l  i n  0.1M b o r i c  acid /KOH ( B a k e r )  b u f f e r ,  pH 10.8,  
w e r e  p r e p a r e d  f ro m  l u m i n o l  p o w d e r .  L u m in o l  s o l u t i o n s  w e r e  a l l o w e d  t o  
s t a n d  f o r  a t  l e a s t  24 h o u r s  p r i o r  t o  u s e .  I n  some i n i t i a l  e x p e r i m e n t s  
an  ammonia  b u f f e r  was u s e d  i n s t e a d  o f  t h e  b o r a t e  b u f f e r .
P o t a s s i u m  f e r r i c y a n i d e  s o l u t i o n s  (0.01M) w e r e  p r e p a r e d  i m m e d i a t e l y  
b e f o r e  u s e  by d i s s o l v i n g  c r y s t a l s  (B a k e r )  i n  d e i o n i z e d / d i s t i l l e d  w a t e r .  
C o p p e r ( l l )  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  by d i s s o l v i n g  c o p p e r  n i t r a t e  c r y s t a l  
( B a k e r ) .
The c a r r i e r  s o l u t i o n  was 0.01M a c e t a t e  b u f f e r ,  pH 5.5 ,  w h i c h  i s  t h e  
pH o f  op t im um  g l u c o s e  o x i d a s e  a c t i v i t y  ( 7 9 ) .  The 0.01M a c e t a t e  b u f f e r  
a l s o  s e r v e d  a s  d i l u e n t  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  s t a n d a r d s  and  s a m p l e s .
The a c e t a t e  b u f f e r s  c o n t a i n e d  0.1% s od ium  b e n z o a t e  t o  i n h i b i t  m i c r o b i a l  
g r o w t h .
G l u c o s e  o x i d a s e  f r o m  A s p e r g i l l u s  N i g e r  was o b t a i n e d  f r o m  Sigma.
The enzyme w as  c o v a l e n t l y  i m m o b i l i z e d  on  a r y l - a m i n e  d e r i v a t i z e d  
c o n t r o l l e d  p o r o s i t y  g l a s s  (CPG) b e a d s ,  20 -80  m esh ,  o b t a i n e d  f ro m  
E l e c t r o n u c l e o n i c s .
- D - G l u c o s e  ( B a k e r )  was  u s e d  t o  p r e p a r e  s t o c k  s o l u t i o n s  o f  
a p p r o x i m a t e l y  100 mg/dL g l u c o s e .  S t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  by d i l u t i o n  o f  
t h e  s t o c k  s o l u t i o n s  w i t h  0.01M a c e t a t e  b u f f e r .
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Human p l a s m a  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  s o d iu m  f l u o r i d e  an d  p o t a s s i u m  
o x a l a t e  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c h e m i s t r y  l a b o r a t o r y  o f  W e n t w o r t h - D o u g l a s  
H o s p i t a l  i n  Dover ,  NH. F l u o r i d e  i o n  h e l p s  s t a b i l i z e  b l o o d  g l u c o s e  
c o n c e n t r a t i o n  by p r e v e n t i n g  g l y c o l y s i s ;  o x a l a t e  i s  u s e d  a s  a n  
a n t i c o a g u l a n t .
D i s t i l l e d / d e i o n i z e d  w a t e r  was o b t a i n e d  by p a s s i n g  house  d e i o n i z e d  
w a t e r  t h r o u g h  a  m i x e d  b e d  i o n  e x c h a n g e  c o lu m n ,  f o l l o w e d  by d i s t i l l a t i o n  
i n  a C o r n i n g  MP-1 s t i l l .
P r o c e d u r e s .  A l i q u o t s  o f  g l u c o s e  s t o c k  s o l u t i o n s  w e r e  d i l u t e d  w i t h  
0.01M a c e t a t e  b u f f e r  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  s t a n d a r d  c u r v e s .  P l a s m a  o r  
s e rum  s a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  5 0 0 - f o l d  f o r  t h e  C u ( I I )  c a t a l y z e d  s y s t e m s  
a n d  1 0 0 0 - f o l d  f o r  f e r r i c y a n i d e  s y s t e m s ,  w i t h  a c e t a t e  b u f f e r  a s  d i l u e n t .  
S a m p le s  and  s t a n d a r d s  w e r e  p l a c e d  i n  50 mL p l a s t i c  s y r i n g e s  f o r p u m p i n g  
t h r o u g h  t h e  g l u c o s e  o x i d a s e  c o lu m n  and  s u b s e q u e n t  i n j e c t i o n .
F low t i m e  o f  t h e  s a m p l e  pump was t i m e d ;  a t  t h e  end  o f  t h e  
a p p r o p r i a t e  t i m e  i n t e r v a l  ( w h i c h  was  d e t e r m i n e d  by f l o w  r a t e ) ,  t h e  
s a m p l e  pump was s t o p p e d  a nd  s a m p l e  was  i m m e d i a t e l y  i n j e c t e d  i n t o  t h e  
f l o w i n g  c a r r i e r  s t r e a m .  The c a r r i e r  a nd  r e a g e n t  l i n e s  w e r e  a l l o w e d  t o  
f l o w  c o n t i n u o u s l y .
As soon  a s  t h e  CL s i g n a l  was r e c o r d e d ,  t h e  v a l v e  was m a n u a l l y  r e s e t  
t o  t h e  " l o a d "  p o s i t i o n  an d  s a m p l e  pump f l o w  w as  r e s u m e d .  R e p l i c a t e  
i n j e c t i o n s  c o u l d  be  made  a s  f r e q u e n t l y  a s  e v e r y  15 s e c o n d s .  Chang ing  
s a m p l e s  m e r e l y  r e q u i r e d  c h a n g i n g  s y r i n g e s  i n  t h e  s a m p l e  pump and  
c o n n e c t i n g  t h e  new s y r i n g e  t o  t h e  f l o w  s y s t e m .  The g l u c o s e  o x i d a s e  
co lum n  w as  r i n s e d  w i t h  a c e t a t e  b u f f e r  f o r  1 - 2  m i n u t e s  b e t w e e n  s a m p l e s .
The p r o c e d u r e  f o r  i m m o b i l i z a t i o n  o f  g l u c o s e  o x i d a s e  was a d a p t e d  
f ro m  W e e t a l  and  F i l b e r t  ( 8 0 ) .  A r y l - a m i n e  w as  c o n v e r t e d  t o  a  d i a z o n i u m
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c h l o r i d e ,  f o l l o w e d  by c o v a l e n t  a t t a c h m e n t  o f  g l u c o s e  o x i d a s e  t h r o u g h  t h e  
d i a z o  l i n k a g e .  The d i a z o n i u m  s a l t s  w i l l  r e a c t  w i t h  p h e n o l i c  compounds 
an d  o t h e r  h e t e r o c y c l e s  ( 8 0 ) .  The d e r i v a t i z e d  CPG i s  b r i g h t  o r a n g e ,  
r e f l e c t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  d i a z o  c h r o m o p h o r e .
The d i a z o t i z a t i o n  was c a r r i e d  o u t  i n  a n  i c e  b a t h .  F i v e  mL o f  2N 
HC1 and  120 mg o f  s o l i d  s o d iu m  n i t r i t e  w e r e  a d d e d  t o  a  25 mL E r l e n m e y e r  
f l a s k  c o n t a i n i n g  500 mg o f  a r y l - a m i n e  CPG. The f l a s k ,  i n  a n  i c e - f i l l e d  
b e a k e r ,  was p l a c e d  i n  a  vacuum d e s s i c a t o r  and  a s p i r a t e d  f o r  a b o u t  20  
m i n u t e s  t o  r e m o v e  a i r  and  d i s s o l v e d  g a s s e s  f r o m  t h e  p o r e s  o f  t h e  CPG.
The d i a z o t i z e d  b e a d s  w e r e  r e c o v e r e d  by f i l t r a t i o n ,  w a sh e d  w i t h  
a b o u t  250 mL o f  c o l d  d e i o n i z e d / d i s t i l l e d  ( d / d )  w a t e r ,  an d  p l a c e d  i n  a  25 
mL E r l e n m e y e r  f l a s k  c o n t a i n i n g  10 mL o f  a 5 mg/mL g l u c o s e  o x i d a s e  
s o l u t i o n  a d j u s t e d  t o  pH 8 - 9 .  The f l a s k  w as  t h e n  r e f r i g e r a t e d .  
I n c u b a t i o n ,  w i t h  o c c a s i o n a l  s w i r l i n g ,  was c o n t i n u e d  f o r  a t  l e a s t  2 
h o u r s .
A f t e r  i n c u b a t i o n ,  t h e  e n z y m e - c o n t a i n i n g  CPG was r e c o v e r e d  by 
f i l t r a t i o n ,  w a s h e d  w i t h  a t  l e a s t  250 mL o f  c o l d  d / d  w a t e r  and  s t o r e d  a t  
4 °  C i n  0.1 M p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7,  o r  d / d  w a t e r .
The c o lum ns  w e r e  p a c k e d  a s  a  s l u r r y  a nd  t h e n  s t o r e d  a t  4 °  C. When 
i n  u s e ,  h o w e v e r ,  t h e y  w e r e  o f t e n  a t  room t e m p e r a t u r e  f o r  a s  l o n g  a s  10 
h o u r s  a t  a  t i m e .  P a c k e d  c o lu m n s  w e r e  s t o r e d  w i t h  s y r i n g e s  on  b o t h  e n d s  
t o  p r e v e n t  t h e  e n t r y  o f  a i r .  I m m o b i l i z e d  g l u c o s e  o x i d a s e  p r o v e d  t o  be 
q u i t e  s t a b l e .  I n  s p i t e  o f  b e i n g  l e f t  a t  room t e m p e r a t u r e  f o r  many h o u r s  
a t  a  t i m e ,  c o lu m n s  c o u l d  s t i l l  be  u s e d  f o r  a n a l y s e s  2 .5 y e a r s  a f t e r  
t h e i r  p r e p a r a t i o n .
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R e s u l t s  and  D i s c u s s i o n
C h o ic e  o f  c a t a l y s t / c o o x i d a n t .  I n i t i a l  w o r k  was u n d e r t a k e n  u s i n g  a 
C u ( I I ) -N H 3 c a t a l y s t .  T h i s  s y s t e m ,  b u f f e r e d  w i t h  am m onia  t o  pH 10 .4 ,  
was s i m i l a r  t o  t h a t  u s e d  by S e i t z  and  R u le  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
h y d r o g e n  p e r o x i d e  i n  a  FIA s y s t e m  (10) .  R e a g e n t  an d  s a m p l e  f l o w  r a t e s  
w e r e  o p t i m i z e d ,  b u t  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  b l o o d  g l u c o s e  a n a l y s i s  w i t h  
t h i s  s y s t e m  w e r e  n o t  e n c o u r a g i n g .  A l t h o u g h  c a l i b r a t i o n  c u r v e s  
c o n s t r u c t e d  w i t h  a q u e o u s  g l u c o s e  s t a n d a r d s  o v e r  a  l i m i t e d  c o n c e n t r a t i o n  
r a n g e  (1 ug/mL t o  6 ug/mL) w e r e  r e a s o n a b l y  l i n e a r ,  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  
b l o o d  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n s  d i d  n o t  a g r e e  w e l l  w i t h  r e p o r t e d  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s e  i n  t h e  se rum  s a m p l e s  u s e d  f o r  c o r r e l a t i o n  
s t u d i e s .  These  s e r a  w e r e  a n a l y z e d  by t h e  U n i t e d  T e c h n o l o g i e s  C l i n i c a l  
Lab ,  E a s t  H a r t f o r d ,  CT. CL-FIA r e s u l t s  w e r e  r o u g h l y  50% o f  t h e  r e p o r t e d  
v a l u e s ,  a s  shown by some t y p i c a l  d a t a  i n  T a b l e  2 - 2 .  As a  c h e c k  on  t h e  
v a l u e s  r e p o r t e d  f o r  t h e  s e r a ,  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n s  u s i n g  Sigma g l u c o s e  
d e t e r m i n a t i o n  k i t  15-UV w e r e  p e r f o r m e d .  I t  s h o u l d  be  s t r e s s e d  t h a t  no 
r e p l i c a t e s  w e r e  r u n ,  b u t  t h e  r e s u l t s  d i d  a g r e e  m ore  c l o s e l y  w i t h  t h e  
r e p o r t e d  v a l u e s  t h a n  w i t h  t h e  CL-FIA r e s u l t s .
Some b r i e f  e x p e r i m e n t s  p r o v i d e d  e v i d e n c e  t h a t  u r i c  a c i d  was  
a p p a r e n t l y  an i n t e r f e r e n c e  i n  t h e  C u ( I I )  c a t a l y z e d  l u m i n o l  s y s t e m  f o r  
g l u c o s e .  T h r e e  i d e n t i c a l  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  o f  1.7 j ig /m L g l u c o s e  i n  
0.01 M a c e t a t e  b u f f e r  w e r e  p r e p a r e d .  To one  s o l u t i o n  was a d d e d  u r i c  
a c i d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 .045  j ig/mL. Sodium c h l o r i d e  w as  a d d e d  
t o  t h e  s e c o n d  g l u c o s e  s o l u t i o n .  The t h i r d  g l u c o s e  s o l u t i o n  s e r v e d  a s  a 
c o n t r o l .  T h e s e  c o n c e n t r a t i o n s  r e p r e s e n t  t y p i c a l  s e rum  v a l u e s  f o r  t h e  
v a r i o u s  s p e c i e s  a s s u m i n g  a  5 0 0 - f o l d  d i l u t i o n  f o r  e a c h  s a m p l e .  The 
r e s u l t s ,  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  2 - 3 ,  c l e a r l y  show t h e  d e t r i m e n t a l  e f f e c t  o f
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Table 2-2
C o m p a r i s o n  o f  r e s u l t s  o f  s e rum  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n  f o r  t h e  CL-FIA 
m e t h o d ,  t h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  by t h e  U n i t e d  T e c h n o l o g i e s  C l i n i c a l  Lab and 
r e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  Sigma g l u c o s e  k i t  #15-UV w h i c h  i s  b a s e d  on 
f o r m a t i o n  o f  NADH and  i t s  m e a s u r e m e n t  by a b s o r b a n c e  a t  340 nm.
[ G l u c o s e ]  [ G l u c o s e ]  [ G l u c o s e ]
CL-FIA " r e p o r t e d "  ^340






The CL-FIA d a t a  a r e  f rom  t h e  C u ( I l ) - c a t a l y z e d  l u m i n o l  s y s t e m .
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T a b l e  2 -3
R e s u l t s  s h o w in g  u r i c  a c i d  i n t e r f e r e n c e  i n  t h e  C u ( I I ) - c a t a l y z e d  r e a c t i o n  
f o r  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n  i n  t h e  CL-FIA s y s t e m .
[ G l u c o s e ]  [ U r i c  A c i d ]  [NaCl]  P e a k  H e i g h t
1 . 7  ug /ml  0 0 5 . 1  cm
1 . 7  0 . 0 4 5  u g /m l  0 2 . 9
1 . 7  0 3% w /v *  5 . 2
* b e f o r e  1 0 0 0 - f o l d  d i l u t i o n
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a d d i n g  u r i c  a c i d .  The s i g n a l  f r o m  t h e  u r i c  a c i d - c o n t a i n i n g  s o l u t i o n  i s  
a b o u t  57% o f  t h e  s i g n a l s  f o r  s a m p l e s  w i t h o u t  u r i c  a c i d  w h i c h  i s  
a p p r o x i m a t e l y  t h e  same p e r c e n t a g e  d i f f e r e n c e  s e e n  b e t w e e n  r e p o r t e d  se rum  
g l u c o s e  l e v e l s  and  CL-FIA r e s u l t s .
I t  was d e c i d e d  t h a t  i t  w o u l d  be  m o re  f r u i t f u l  t o  t r y  a  d i f f e r e n t  
c a t a l y s t / c o o x i d a n t  t h a n  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  i n t e r f e n c e  p r o b l e m  f u r t h e r .
The C u ( l l )  s y s t e m  was a b a n d o n e d  i n  f a v o r  o f  a f e r r i c y a n i d e  c a t a l y z e d  
s y s t e m .  B o s t i c k  and  H e r c u l e s  p r e s e n t  a d i s c u s s i o n  o f  t h e  p r o b l e m s  
a s s o c i a t e d  w i t h  C u ( I l )  c a t a l y s i s  f o r  l u m i n o l - b a s e d  a n a l y s e s  (49 ) .
F e r r i c y a n i d e  was  c h o s e n  a s  t h e  c a t a l y s t / c o o x i d a n t  f o r  s u b s e q u e n t  
w o r k  b e c a u s e  o f  i t s  d e m o n s t r a t e d  b e h a v i o r  i n  l u m i n o l - b a s e d  CL a n a l y t i c a l  
s y s t e m s  (5 ,  47,  49 ,  53, 54)  F e r r i c y a n i d e  s y s t e m s  show l i n e a r  r e s p o n s e  t o  
h y d r o g e n  p e r o x i d e  o v e r  a w i d e  r a n g e  o f  p e r o x i d e  c o n c e n t r a t i o n s ,  p r o v i d e  
good  s e n s i t i v i t y ,  and  h a v e  s u f f i c i e n t l y  f a s t  k i n e t i c s  t o  be  u s e f u l  i n  
FIA. R e a g e n t s  and  r e a c t i o n  p r o d u c t s  a r e  r e a d i l y  s o l u b l e .  The h i g h  
l e v e l  o f  b a c k g r o u n d  e m i s s i o n  due  t o  t h e  r e a c t i o n  o f  f e r r i c y a n i d e ,  
l u m i n o l  and  oxyge n  i s  s u f f i c i e n t l y  s t a b l e  so  t h a t  i t  c a n  be  r e l i a b l y  
s u b t r a c t e d .
C h o ic e  o f  b u f f e r  s y s t e m . I n i t i a l  e x p e r i m e n t s  w i t h  t h e  f e r r i c y a n i d e  
c a t a l y z e d  l u m i n o l  r e a c t i o n  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a n  ammonia  b u f f e r  a t  
pH 9.5 a s  d i l u e n t  f o r  t h e  r e a g e n t s .  These  c o n d i t i o n s  w e r e  a d a p t e d  f rom  
t h e  w o r k  o f  A u s e s ,  Cook and  Maloy (53 ) .  L u m in o l  c o n c e n t r a t i o n  was  2mM 
i n  a 0.3 M ammonia b u f f e r .  F e r r i c y a n i d e  c o n c e n t r a t i o n  was  ImM. A 0.3M 
ammonia  s o l u t i o n  was u s e d  a s  t h e  c a r r i e r  i n  t h e  t h i r d  c h a n n e l  o f  t h e  
pump. A c e t a t e  b u f f e r  was u s e d  a s  d i l u e n t  f o r  s a m p l e s  and  s t a n d a r d s .
Some s t a n d a r d  a d d i t i o n s  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  u s i n g  t h e  
a m m o n i a - b u f f e r e d  l u m i n o l  r e a g e n t .  Serum s a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  0.003 t o  1.
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A l i q u o t s  o f  a n  a q u e o u s  g l u c o s e  s t a n d a r d  w e r e  u s e d  t o  make t h e  s t a n d a r d  
a d d i t i o n s .
T y p i c a l  r e s u l t s  f o r  a s t a n d a r d  a d d i t i o n s  e x p e r i m e n t  a r e  p l o t t e d  i n  
F i g u r e  2 - 1 1 .  The l i n e a r  l e a s t  s q u a r e s  f i t  o f  t h e  l i n e s  i s  good ,  b u t  
t h e r e  i s  a  l a r g e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  s l o p e s ,  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  an  
i n t e r f e r e n c e  i n  t h e  se rum  m a t r i x .  The e x a c t  n a t u r e  o f  t h e  i n t e r f e r e n c e  
was n o t  i n v e s t i g a t e d ,  and  t h e  am m onia  b u f f e r e d  s y s t e m  was a b a n d o n e d  i n  
f a v o r  o f  a  b o r a t e  b u f f e r e d  s y s t e m .
A l l  w o r k  d i s c u s s e d  i n  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h i s  c h a p t e r  was c a r r i e d  o u t
u s i n g  0.1 M b o r a t e  b u f f e r s  f o r  d i s s o l u t i o n  o f  t h e  l u m i n o l  r e a g e n t .
pH. The l u m i n o l - f e r r i c y a n i d e  r e a c t i o n  e x h i b i t s  f a i r l y  c o n s t a n t  
r e s p o n s e  w i t h  pH v a r i a t i o n s  b e t w e e n  10.4 and  10.8 (49 ) .  A pH o f  10.8 
p r o v i d e d  s a t i s f a c t o r y  r e s u l t s  and  was u s e d  f o r  a l l  a n a l y s e s .  The h i g h  
end  o f  t h e  pH p l a t e a u  was c h o s e n  b e c a u s e  t h e  pH w i l l  d e c r e a s e  s l i g h t l y  
when t h e  l u m i n o l - f e r r i c y a n i d e  r e a g e n t  m i x e s  w i t h  t h e  a c e t a t e  b u f f e r .
L u m in o l  c o n c e n t r a t i o n .  I t  h a s  b e e n  shown t h a t  CL i n t e n s i t y  
i n c r e a s e s  d r a m a t i c a l l y  w i t h  l u m i n o l  c o n c e n t r a t i o n  u s i n g  t h e  f e r r i c y a n i d e  
s y s t e m  ( 4 9 ) .  T h e r e  i s  a n  i n c r e a s e  i n  CL r e s p o n s e  o v e r  t h e  r a n g e  10 jiM 
t o  0.01 jiM l u m i n o l ,  b u t  t h i s  o c c u r s  a t  t h e  e x p e n s e  o f  r e p r o d u c i b i l i t y .  
F o r  t h e  FIA s y s t e m ,  a  l u m i n o l  c o n c e n t r a t i o n  o f  27 mg/L  was f o u n d  t o  g i v e
t h e  m o s t  r e p r o d u c i b l e ,  l e a s t  n o i s y  r e s u l t s .  T h i s  c o n c e n t r a t i o n  was u s e d
f o r  t h e  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n s .  H i g h e r  l u m i n o l  c o n c e n t r a t i o n s  r e s u l t e d  
i n  a  h i g h e r  and n o i s i e r  b a s e l i n e  and  p o o r  p r e c i s i o n  f o r  r e p l i c a t e  
i n j e c t i o n s  o f  s t a n d a r d  g l u c o s e  s o l u t i o n s .
R e a e e n t  f l o w  r a t e . CL r e s p o n s e  f o r  a  s t a n d a r d  g l u c o s e  s o l u t i o n  was 














1 8 . 0  -
1 5 . 0  -
1 2 . 0  —
9 . 0  -
6 . 0  -
3 . 0  -
6.0 1 0 . 04 . 0
Added G l u o o e e , jjg/mL
0 . 0 2.0
F i g u r e  2 - 1 1 .  S t a n d a r d  a d d i t i o n s  c u r v e s  f o r  a q u e o u s  g l u c o s e  s o l u t i o n s  
and  s e ru m  s t a n d a r d s .  D i f f e r e n c e  i n  s l o p e s  o f  t h e  l i n e s  
i n d i c a t e s  p r e s e n c e  o f  a n  i n t e r f e r e n c e .
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c h a n n e l .  R e a g e n t  f l o w  r a t e s  b e t w e e n  12 and  24 m L / m i n / c h a n n e l  showed no 
s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  e i t h e r  s i g n a l  i n t e n s i t y  o r  r e p r o d u c i b i l i t y .  
Be low  1 2 m L / m i n / c h a n n e l ,  t h e  p e a k s  w e r e  s m a l l e r  and  m ore  p o o r l y  s h a p e d ,  
and  s a m p l e  t h r o u g h p u t  was r e d u c e d  c o n s i d e r a b l y  b e c a u s e  t h e  p e a k s  w e r e  
e x c e s s i v e l y  w i d e .  A r e a g e n t  f l o w  r a t e  o f  12 m L / m i n / c h a n n e l  was  c h o s e n  
f o r  t h e  g l u c o s e  a n a l y s i s .  Above t h a t  f l o w  r a t e  t h e r e  w e r e  no g a i n s  i n  
s e n s i t i v i t y ,  s a m p l e  t h r o u g h p u t  o r  p r e c i s i o n  t o  j u s t i f y  t h e  a d d e d  r e a g e n t  
c o n s u m p t i o n .
The f l o w  r a t e s  u s e d  h e r e  a r e  c o n s i d e r a b l y  h i g h e r  t h a n  t h o s e  u s u a l l y  
em p lo y e d  i n  FIA s y s t e m s .  T h i s  r e f l e c t s  t h e  u n i q u e  n a t u r e  o f  CL 
d e t e c t i o n  w h i c h  m e a s u r e s  l i g h t  f r o m  t h e  r e a c t i o n  a s  i t  o c c u r s .  W i th  CL 
d e t e c t i o n ,  i t  i s  n o t  n e c e s s a r y  t o  a l l o w  t h e  a n a l y t i c a l  r e a c t i o n  t o  go t o  
c o m p l e t i o n .  T h i s  d i f f e r s  f rom  o t h e r  f o r m s  o f  FIA t h a t  r e l y  on  
c o n c e n t r a t i o n  s e n s i t i v e  d e t e c t o r s .
S am p le  f l o w  r a t e . S t u d i e s  w e r e  c o n d u c t e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  
o f  v a r y i n g  t h e  s a m p l e  f l o w  r a t e  t h r o u g h  t h e  i m m o b i l i z e d  enzyme co lum n 
and  t h e  l e n g t h  o f  t i m e  t h e  s a m p l e  was a l l o w e d  t o  f l o w  t h r o u g h  t h e  
co lum n.  S a m p le  f l o w  t i m e s  b e l o w  15 s e c o n d s  w e r e  t o o  s h o r t  t o  p r o v i d e  
u s e f u l  r e s u l t s  w i t h o u t  r e s o r t i n g  t o  e x c e s s i v e l y  h i g h  f l o w  r a t e s  t h a t  
w o u l d  d r a s t i c a l l y  i n c r e a s e  s a m p l e  c o n s u m p t i o n .  The s a m p l i n g  r a t e  o f  
t h e  m e t h o d  was  d e t e r m i n e d  by t h e  s a m p l e  f l o w  r a t e .  The m e a s u r e m e n t  o f  
CL i n  t h e  f l o w  s y s t e m  was  f a s t  r e l a t i v e  t o  s a m p l e  f l o w  t i m e  i n  t h e  
co lum n .  F low  r a t e s  o f  2 .3 m L /m in  f o r  20 s e c o n d s  and 3 .4  m L/m in  f o r  15 
s e c  p r o v i d e d  good  s e n s i t i v i t y  and  p r e c i s i o n ,  w h i l e  k e e p i n g  s a m p l e  
c o n s u m p t i o n  w i t h i n  r e a s o n .  Some t y p i c a l  d a t a  a r e  shown i n  T a b l e  2 - 4 .  A 
f l o w  r a t e  o f  2.3 m L /m in  p r o v i d e d  a good  c o m p r o m is e  b e t w e e n  s e n s i t i v i t y  
and s a m p l i n g  r a t e ,  and  was u s e d  f o r  many o f  t h e  p l a s m a  a n a l y s e s .
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T a b l e  2 - 4
I n t e n s i t y  and p r e c i s i o n  f o r  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n  a t  d i f f e r e n t  s a m p l e  
f l o w  r a t e s  t h r o u g h  g l u c o s e  o x i d a s e  co lu m n.
Sample Flow R a t e  Sample Flow Time Mean Pe a k  H e i g h t  RSD
3 . 4  m l / m i n  15 s e c  9 . 5  cm 0.8%
2 . 8  20 10.0  0 . 8
2 . 8  30 9 . 7  1 . 6
2 . 3  30 1 0 . 2
2 . 3  20 1 0 . 2  1 .0
2 . 3  15 9 . 8  0 . 7
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How ever ,  good  r e s u l t s  c a n  s t i l l  be  o b t a i n e d  u s i n g  a  f l o w  r a t e  o f  3 .4  
m L/m in  f o r  15 s e c o n d s ,  w i t h  a g a i n  i n  s a m p l e  t h r o u g h p u t .
A s e t  o f  e x p e r i m e n t s  a t  s a m p l e  f l o w  r a t e s  b e t w e e n  2.3 and  3.4 
m L /m in  w i t h  s t a n d a r d  g l u c o s e  and  h y d r o g e n  p e r o x i d e  s o l u t i o n s  i n d i c a t e d  
t h a t  a p p r o x i m a t e l y  64% o f  t h e  g l u c o s e  o r i g i n a l l y  a d d e d  t o  t h e  s t a n d a r d  
s o l u t i o n  was  c o n v e r t e d  t o  p e r o x i d e  i n  t h e  g l u c o s e  o x i d a s e  c o lu m n .  When 
d i s s o l v e d  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n , y ? - D - g l u c o s e  w i l l  f o r m  a n  e q u i l i b r i u m  
m i x t u r e  o f  a p p r o x  64%-V^-D-glucose and  36% ^ - D - g l u c o s e  ( 8 1 ) .  G lu c o s e  
o x i d a s e  i s  s p e c i f i c  f o r  t h e y ?  f o r m  o f  D - g l u c o s e ,  so  t h e  e x p e r i m e n t s  
i n d i c a t e  e s s e n t i a l l y  c o m p l e t e  c o n v e r s i o n  o f  t h e  - D - g l u c o s e  p r e s e n t  i n  
t h e  e q u i l i b r i u m  m i x t u r e  t o  p e r o x i d e .  The e q u i l i b r i u m  o f  t h e  g l u c o s e  
a n o m e r s  w i l l  be d i s t u r b e d  a s -^  - D - g l u c o s e  i s  c o n v e r t e d  t o  g l u c o n i c  a c i d ,  
b u t  a p p a r e n t l y  t h i s  i s  n o t  a n  i m p o r t a n t  e f f e c t  a t  t h e s e  f l o w  r a t e s .
E f f e c t  o f  t h e  age  o f  t h e  r e a g e n t s . F e r r i c y a n i d e  s o l u t i o n s  w e r e  
p r e p a r e d  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  u s e .  B e c a u s e  f e r r i c y a n i d e  s o l u t i o n s  a r e  
u n s t a b l e  when e x p o s e d  t o  b r i g h t  l i g h t ,  125 mL p o r t i o n s  w e r e  d i s p e n s e d  
i n t o  t h e  f e r r i c y a n i d e  r e a g e n t  r e s e r v o i r  a s  n e c e s s a r y .  The b u l k  o f  t h e  
s o l u t i o n  was s t o r e d  i n  t h e  d a r k  t o  p r e v e n t  any d e c o m p o s i t i o n  d u r i n g  t h e  
c o u r s e  on a n  e x p e r i m e n t .
A c e t a t e  b u f f e r s  a t  pH 5.5 a r e  h i g h l y  s u s c e p t i b l e  t o  b a c t e r i a l  
g r o w t h .  T he se  s o l u t i o n s  w e r e  p r e s e r v e d  w i t h  0.1% so d iu m  b e n z o a t e  and  
u s e d  w i t h i n  48 h o u r s  o f  p r e p a r a t i o n .  B a c t e r i a l  c o n t a m i n a t i o n  c o u l d  
c a u s e  c o n s u m p t i o n  o f  t h e  g l u c o s e  i n  t h e  s a m p l e s ,  and  h a v e  d e t r i m e n t a l  
e f f e c t s  on t h e  co lum n .
L u m in o l  s o l u t i o n s  w e r e  a l l o w e d  t o  s t a n d  f o r  a t  l e a s t  24 h o u r s  
b e f o r e  u s e .  F r e s h  l u m i n o l  s o l u t i o n s  show h i g h e r  r e s p o n s e  t o  p e r o x i d e ,  
b u t  a l s o  h a v e  h i g h e r  and  n o i s i e r  b a c k g r o u n d  e m i s s i o n  i n  t h e  a b s e n c e  o f
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p e r o x i d e .  The p r e c i s i o n  o f  r e p l i c a t e  i n j e c t i o n s  o f  g l u c o s e  s t a n d a r d s  
was n o t  a s  good f o r  f r e s h  l u m i n o l  s o l u t i o n s  a s  i t  was f o r  a ged  
s o l u t i o n s .  I n t e n s i t y  due t o  p e r o x i d e  may be l o w e r ,  b u t  t h e  b a s e l i n e  i s  
much m ore  s t a b l e  and  p r e c i s i o n  o f  r e p l i c a t e s  i m p r o v e s  c o n s i d e r a b l y .  
A f t e r  t h e  f i r s t  24 h o u r s ,  e m i s s i o n  f r o m  l u m i n o l  s o l u t i o n s  i s  q u i t e  
s t a b l e  w i t h  t i m e  f o r  o v e r  a week .  T h i s  b e h a v i o r  i s  common f o r  l u m i n o l  
s o l u t i o n s  ( 5 3 , 8 2 ) .
L o s s  o f  s i g n a l  i n t e n s i t y  w i t h  t i m e . A d e c r e a s e  i n  CL i n t e n s i t y  
w i t h  t i m e  w as  s o m e t i m e s  o b s e r v e d  i f  a g i v e n  g l u c o s e  s a m p l e  was  r u n  
s e v e r a l  t i m e s  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  an  e x p e r i m e n t  a s  a  c o n t r o l  ( T a b l e  2 -  
5).  The s i g n a l  l o s s  was  n o t  o b s e r v e d  w i t h i n  t h e  t i m e  s p a n  o f  a s e t  o f  
a s  many as  12 r e p l i c a t e  i n j e c t i o n s ,  h o w e v e r .  Because  o f  t h i s  e f f e c t ,  i t  
was  e s p e c i a l l y  i m p o r t a n t  t o  r u n  s a m p l e s  r a n d o m l y ,  and  i n c l u d e  f r e q u e n t  
i n j e c t i o n s  o f  a  c o n t r o l  s t a n d a r d .  T y p i c a l l y ,  a c o n t r o l  was r u n  a f t e r  
e v e r y  f o u r  o r  f i v e  s a m p l e s .  The r e a s o n  f o r  t h i s  s i g n a l  l o s s  o v e r  t i m e  
i s  n o t  c o m p l e t e l y  u n d e r s t o o d .  L u m in o l  s o l u t i o n s  w o u l d  n o t  a p p e a r  t o  be 
a t  f a u l t ,  s i n c e  o n l y  a g e d  ( b u t  n o t  e x c e s s i v e l y  o l d )  s o l u t i o n s  w e r e  
u s e d .  The p r o b le m  a p p e a r s  t o  o c c u r  i n  t h e  g l u c o s e  o x i d a s e  co lu m n.  
W ash ing  t h e  co lum n w i t h  0.01  M a c e t a t e  b u f f e r  f o r  1 t o  2 m i n u t e s  b e t w e e n  
s a m p l e s  s e em s  t o  r e d u c e  t h e  e f f e c t .  T h i s  e f f e c t  r e p e s e n t s  t h e  o n l y  
m a j o r  p r o b l e m  w i t h  t h e  t e c h n i q u e  a t  p r e s e n t .
F i r s t  p e a k  a n o m a l y .  I n  a l l  c a s e s  i t  was o b s e r v e d  t h a t  t h e  f i r s t  
i n j e c t i o n  o f  a  s e t  o f  r e p l i c a t e s  r e s u l t e d  i n  a  c o n s i d e r a b l y  l o w e r  
i n t e n s i t y  t h a n  t h e  a v e r a g e  f o r  a l l  t h e  o t h e r  r e p l i c a t e s  i n  a  g i v e n  s e t .  
T h i s  phenomenon  i s  a t t r i b u t e d  t o  c o n d i t i o n i n g  e f f e c t s  i n  t h e  enzyme 
co lum n .  C a r r y o v e r  f ro m  r i n s e  s o l u t i o n s  i n  t h e  c o lu m n ,  s a m p l e  l o o p ,  and
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Table 2-5
S i g n a l  l o s s  w i t h  t i m e  d u r i n g  G l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n  i n  
t h e  f e r r i c y a n i d e  c a t a l y z e d  CL-FIA s y s t e m
Sample Mean P e a k  H e i g h t
c o n t r o l ------------------------
7 d i f f e r e n t  s a m p l e s ,  
5 r e p ' s e a c h
c o n t r o l ----------------- ------
8  s a m p l e s ,
5 r e p ' s  e a c h
c o n t r o l ------------------------
5 .8 1  cm
5 . 7 7
5 . 4 5
S a m p le s  and  c o n t r o l s  w e r e  r u n  i n  t h e  o r d e r  shown i n  t h e  t a b l e .  T h i s  d a t a  
a c t u a l l y  r e p r e s e n t s  one  o f  t h e  s m a l l e s t  d e c a y s  o b s e r v e d .  I n  a l l  c a s e s  
t h e  g l u c o s e  o x i d a s e  c o lu m n  was r i n s e d  w i t h  a c e t a t e  b u f f e r  f o r  a b o u t  tw o  
m i n u t e s  b e t w e e n  e a c h  s a m p l e .  A l l  s a m p l e s  and  c o n t r o l s  w e r e  r u n  w i t h  5 
r e p l i c a t e s  e a c h .  The c o n t r o l  s o l u t i o n  was a  100 j ig /m L  g l u c o s e  s t a n d a r d  
s o l u t i o n  made i n  a c e t a t e  b u f f e r .
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v a l v e  may a l s o  c o n t r i b u t e .  No e f f o r t s  w e r e  made t o  i d e n t i f y  o r  
e l i m i n a t e  t h e  c a u s e  o f  t h e  e f f e c t ,  s i n c e  i t  a p p e a r e d  t o  c a u s e  no 
p r o b l e m s .  As a  m a t t e r  o f  c o n v e n t i o n ,  f i r s t  i n j e c t i o n s  w e r e  n e v e r  u s e d  
f o r  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  an y  r e s u l t s .  An e x a m p l e  o f  t h i s  e f f e c t  c a n  be  
s e e n  i n  F i g u r e  2 - 1 2 .
CL D e t e r m i n a t i o n  o f  B lood  G l u c o s e
G l u c o s e  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  i n  0.01 M a c e t a t e  b u f f e r ,  pH 5 .5 ,  w e r e  
u s e d  t o  c o n s t r u c t  a  c a l i b r a t i o n  c u r v e .  B e c a u s e  o f  t h e  r e p r o d u c i b l e  
m i x i n g  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  FIA,  t h e  p e a k  h e i g h t  c o u l d  be r e l a t e d  d i r e c t l y  
t o  c o n c e n t r a t i o n .  No i n t e g r a t i o n  w as  n e c e s s a r y .  F i g u r e  2 - 1 3  shows a 
t y p i c a l  s e t  o f  r e p l i c a t e  i n j e c t i o n s  o f  a  s t a n d a r d  g l u c o s e  s o l u t i o n .  
F i g u r e  2 - 1 3 a ,  o b t a i n e d  u s i n g  a f a s t e r  t h a n  n o r m a l  c h a r t  s p e e d ,  shows t h e  
sm oo th  s h a p e  o f  t h e  CL e m i s s i o n  p e a k  i n  t h e  FIA s y s t e m .  T y p i c a l  w i d t h  
o f  t h e  p e a k s  a t  h a l f  h e i g h t  was  1.2 s e c o n d s .  The s l i g h t  t a i l i n g  i s  
t y p i c a l  o f  FIA s i g n a l s  b e c a u s e  o f  t h e  n a t u r e  o f  t h e  d i s p e r s i o n  i n  t h e  
f l o w i n g  s t r e a m .
For  r o u t i n e  m e a s u r e m e n t s ,  t h e  c h a r t  r e c o r d e r  was r u n  a t  0 .5  i n / m i n ,  
r e s u l t i n g  i n  t h e  n a r r o w  s p i k e s  shown i n  F i g u r e  2 - 1 3 b .
P r e c i s i o n  o f  r e p l i c a t e  i n j e c t i o n s  o f  any  g i v e n  g l u c o s e  s t a n d a r d  
s o l u t i o n  w as  t y p i c a l l y  0 .8  t o  1.2% RSD, u s i n g  t h e  p n e u m a t i c a l l y  a c t u a t e d  
Rheodyne v a l v e .  P r e c i s i o n  was n o t  t h i s  good w i t h  t h e  A l t e x  s l i d e r  
v a l v e ,  h e n c e  i t s  r e p l a c e m e n t  w i t h  t h e  Rheodyne  v a l v e .  G l u c o s e  
c o n c e n t r a t i o n s  b e l o w  a b o u t  0 .75  mg/mL t e n d e d  t o  h a v e  s l i g h t l y  h i g h e r  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  among r e p l i c a t e s  t h a n  t h e  m o re  c o n c e n t r a t e d  s a m p l e s .  
The d e t e c t i o n  l i m i t  f o r  g l u c o s e  i s  e s t i m a t e d  t o  be  a p p r o x i m a t e l y  0.05 
j ig /m L  ( u s i n g  c a l c u l a t i o n s  b a s e d  on t h r e e  t i m e s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  




t im e  (m inu  t  e s )
F i g u r e  2—12. T y p i c a l  CL—FIA d a t a  s h o w in g  " f i r s t  p e a k  a nom oly"  ( s e e  t e x t ) .
F i g u r e  2 - 1 3 .  T y p i c a l  d a t a  f o r  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n .  D a ta  shown a r e  
r e p l i c a t e  i n j e c t o n s  o f  a  0 .85 j ig /m L  g l u c o s e  s o l u t i o n .  
I n t e n s i t y  i s  on  a n  a r b i t r a r y  s c a l e .  The f i r s t  p e a k  was 
r u n  a t  a h i g h  c h a r t  s p e e d  t o  show p e a k  s h a p e  m ore  c l e a r l y .  
The s e c o n d  s e t  shows  t h e  t y p e  o f  d a t a  n o r m a l l y  t a k e n  f o r  
a n a l y s i s  o f  p e a k  h e i g h t .
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c o n c e n t r a t i o n  f r o m  t h e  d e t e c t i o n  l i m i t  t o  a t  l e a s t  5 j ig/mL. T h i s  may 
seem l i k e  a  s m a l l  l i n e a r  r a n g e ,  b u t  b a s e d  on t h e  1 0 0 0 - f o l d  d i l u t i o n  u s e d  
f o r  b l o o d  s a m p l e s ,  t h i s  r a n g e  c o r r e s p o n d s  t o  a  b l o o d  g l u c o s e  r a n g e  o f  
r o u g h l y  40 mg/dL t o  500 mg/dL w h i c h  e a s i l y  c o v e r s  t h e  n o r m a l  r a n g e  o f  
b l o o d  g l u c o s e  l e v e l s  o f  60 t o  100 mg/dL ( 7 7 ) ,  and  i n c l u d e s  a w i d e r  r a n g e  
o f  a b n o r m a l  v a l u e s  t h a n  i s  u s u a l l y  e n c o u n t e r e d  c l i n i c a l l y .  A t y p i c a l  
s t a n d a r d  c u r v e  i s  shown i n  F i g u r e  2 - 1 4 .
A c o r r e l a t i o n  s t u d y  w i t h  human p l a s m a  s a m p l e s  was p e r f o r m e d  t o  
c om pare  t h e  a c c u r a c y  o f  t h e  CL-FIA m e th o d  f o r  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n  t o  
t h a t  o f  a c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  g l u c o s e  a s s a y  k i t .  P l a s m a  s a m p l e s ,  
p r e v i o u s l y  t r e a t e d  w i t h  s o d iu m  f l u o r i d e  and  p o t a s s i u m  o x a l a t e , -  w e r e  
d i l u t e d  by a  f a c t o r  o f  1000 w i t h  0.01 M a c e t a t e  b u f f e r ,  pH 5.5.  No 
o t h e r  p r e t r e a t m e n t  was  e m p lo y e d .  G l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  c a l c u l a t e d  
f ro m  t h e  s t a n d a r d  c u r v e  p r e p a r e d  w i t h  t h e  a q u e o u s  g l u c o s e  s t a n d a r d  
s o l u t i o n s .  At  l e a s t  f i v e  s u c c e s s i v e  r e p l i c a t e  i n j e c t i o n s  w e r e  made f o r  
e a c h  s a m p l e  t o  e v a l u a t e  t h e  p r e c i s i o n  o f  t h e  m e a s u r e m e n t  s t e p  o f  t h e  
p r o c e d u r e .
R e f e r e n c e  v a l u e s  f o r  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  p l a s m a  s a m p l e s  
w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  a  Sigma g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n  k i t  number  15-UV.
T h i s  m e th o d  i s  b a s e d  on  t h e  u s e  of  h e x o k i n a s e  and g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  
d e h y d r o g e n a s e ,  a s  o u t l i n e d  i n  F i g u r e  2 - 1 5 .  The NADH p r o d u c e d  by t h e s e  
r e a c t i o n s  h a s  a h i g h  m o l a r  a b s o r p t i v i t y  a t  340 nm and was d e t e r m i n e d  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  i n  a Sh im a d z u  200-UV s p e c t r o p h o t o m e t e r .  The 
p r o c e d u r e  i s  d e s c r i b e d  i n  t h e  i n s t r u c t i o n  b u l l e t i n  f u r n i s h e d  w i t h  t h e  
k i t  (83 ) .  Mos t  s a m p l e s  w e r e  a n a l y z e d  i n  t r i p l i c a t e ;  some s a m p l e s  w e r e  
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CGlucoee] ^jg/nL
F i g u r e  2 - 1 4 .  S t a n d a r d  c u r v e  f o r  g l u c o s e  i n  CL-FIA s y s t e m .
h e x o k i n a s ey3 - D - g l u c o s e   .................... )  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e
F i g u r e  2 -
. G-6 - P D H v 
G-6 - P  + NAD ----------   >  NADH
^ m a x a340 nm
R e a c t i o n  schem e  f o r  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n  m e t h o d  u s e d  
r e f e r e n c e  m e t h o d  i n  c o r r e l a t i o n  s t u d i e s  (S igm a  K i t  15 
G-6 -PDH = g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e .
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The r e s u l t s  o f  t h e  c o r r e l a t i o n  s t u d y  a r e  shown i n  T a b l e  2 -6  and  
t h e y  a r e  p l o t t e d  i n  F i g u r e  2 - 1 6 .  The l i n e  d r a w n  i s  a l i n e a r  l e a s t  
s q u a r e s  f i t .  T h e r e  s eem s  t o  be  no c o n s i s t e n t  b i a s  o f  t h e  CL r e s u l t s  
h i g h  o r  low  r e l a t i v e  t o  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  r e s u l t s .  I n  g e n e r a l ,  
t h e  tw o  m e t h o d s  a g r e e  r e a s o n a b l y  w e l l .  The p r e c i s i o n  f o r  r e p l i c a t e  
i n j e c t i o n s  o f  p l a s m a  s a m p l e s  i n  t h e  CL m e th o d  was t y p i c a l l y  0 .8  t o  2.0% 
RSD. On t h e  a v e r a g e ,  t h e  tw o  m e t h o d s  a g r e e  w i t h i n  a b o u t  5%; i n  no c a s e  
do t h e  m e t h o d s  d i f f e r  by m ore  t h a n  12%. A t - v a l u e  o f  2.0 can  be  
c a l c u l a t e d  by u s i n g  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  e a c h  o f  t h e  p a i r e d  
m e a s u r e m e n t s .  The t a b u l a t e d  c r i t i c a l  v a l u e  o f  t  f o r  10 d e g r e e s  o f  
f r e e d o m  and  95% c o n f i d e n c e  i s  2 .228 .  T h e r e f o r e ,  a t  t h e  95% c o n f i d e n c e  
l e v e l ,  t h e r e  i s  no d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  v a l u e s  o b t a i n e d  by t h e  two  
m e t h o d s  ( 8 4 ) .
T hese  r e s u l t s  a r e  b e t t e r  t h a n  some p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  w o r k  (53)  
b a s e d  o n  t h e  u s e  o f  g l u c o s e - w a t e r  s t a n d a r d s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  
r e s u l t s  f r o m  t h e  CL-FIA m e t h o d  c o u l d  b e  i m p r o v e d  som ew hat  i f  c l i n i c a l  
s t a n d a r d s  w e r e  u s e d  i n s t e a d  o f  t h e  g l u c o s e - w a t e r  s t a n d a r d s .  A d e q u a t e  
r i n s i n g  o f  t h e  g l u c o s e  o x i d a s e  c o lu m n  i s  i m p o r t a n t ,  e s p e c i a l l y  i n  
r e d u c i n g  t h e  t e n d e n c y  t o w a r d  l o s s  o f  s i g n a l  i n t e n s i t y  o v e r  t i m e .  
D e p r o t e i n a t i o n  o f  b l o o d  s a m p l e s  w o u l d  p r o b a b l y  h e l p  e l i m i n a t e  some 
p r o b l e m s  by r e d u c i n g  c o lu m n  f o u l i n g  due  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  b l o o d  
p r o t e i n s .  B o s t i c k  and  H e r c u l e s  (49 )  u s e d  a  d e p r o t e i n a t i o n  s t e p  t h a t  
i m p r o v e d  t h e i r  r e s u l t s ,  b u t  t h i s  a d d e d  s t e p  was  i n c o n v e n i e n t .
C o n c l u s i o n s
T h i s  w o r k  h a s  shown t h a t  t h e  CL-FIA m e t h o d  h a s  t h e  p o t e n t i a l  t o  be  
q u i t e  u s e f u l  and  c o n v e n i e n t  f o r  t h e  r o u t i n e  d e t e r m i n a t i o n  o f  b l o o d  
g l u c o s e .  The m e th o d  h a s  a  low d e t e c t i o n  l i m i t  and a s u f f i c i e n t l y  w id e
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Table 2-6
C o r r e l a t i o n  S t u d y :  B lood  G l u c o s e  D e t e r m i n a t i o n
[ G l u c o s e ]  [ G l u c o s e ]
P la sm a  H e x o k i n a s e  CL-FIA*











































70.050.0 8 0 . 0 110.0 130.0 150.0
CGlucoeel mg/dL; Hexokinaee
16 .  R e s u l t s  o f  a  c o r r e l a t i o n  s t u d y  c o m p a r in g  r e s u l t s  f o r  b l o o d  
g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n  by CL-FIA and a  r e f e r e n c e  m ethod  
(S igma g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n  k i t  15-UV) .
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l i n e a r  r a n g e  t o  a c c o m o d a t e  t h e  e n t i r e  r a n g e  o f  b l o o d  g l u c o s e  
c o n c e n t r a t i o n s  n o r m a l l y  e n c o u n t e r e d  c l i n i c a l l y .  Sam ple  p r e p a r a t i o n  i s  
s i m p l e ,  i n v o l v i n g  o n l y  d i l u t i o n  and  p e r h a p s  d e p r o t e i n a t i o n .  The l a r g e  
d i l u t i o n  f a c t o r  h e l p s  r e d u c e  t h e  e f f e c t s  o f  some i n t e r f e r e n c e s  p r e s e n t  
i n  b l o o d ,  s u c h  a s  r e d u c i n g  s p e c i e s  l i k e  u r i c  a c i d .  The m e th o d  i s  h i g h l y  
s p e c i f i c  f o r y 3 - D - g l u c o s e  b e c a u s e  o f  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  g l u c o s e  o x i d a s e .  
I m m o b i l i z a t i o n  o f  g l u c o s e  o x i d a s e  p e r m i t s  r e u s e  o f  t h e  enzyme f o r  many 
a n a l y s e s ,  and  t h e  enzyme i s  s t a b i l i z e d  by t h e  i m m o b i l i z a t i o n .  The 
i m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e  i s  s i m p l e ,  and  b e c a u s e  t h e  enzyme co lum ns  
r e m a i n  a c t i v e  f o r  y e a r s ,  r e a g e n t  c o s t s  a r e  v e r y  low.
I n s t r u m e n t a l  r e q u i r e m e n t s  a r e  m i n i m a l ,  and  t h e  s y s t e m  c o u l d  e a s i l y  
be  a u t o m a t e d .  T h e r e  a r e  f ew  movin g  p a r t s ,  and  b e c a u s e  o f  t h e  s i m p l i c i t y  
o f  t h e  a p p a r a t u s ,  t r o u b l e - s h o o t i n g  and  r e p a i r  s h o u l d  be  e a s i l y  and  
q u i c k l y  a c c o m p l i s h e d ,  r e s u l t i n g  i n  l e s s  d o w n - t i m e .  A d e p r o t e i n a t i o n  
s t e p  c o u l d  be  a d d e d  t o  a n  a u t o m a t e d  s y s t e m ,  p e r h a p s  a s  a p r e c o l u m n  
b e f o r e  t h e  g l u c o s e  o x i d a s e  c o lu m n .  S a m p l i n g  r a t e s  a r e  a s  h i g h  a s  240 
s a m p l e s / h o u r .
The CL-FIA s y s t e m  i s  a t  l e a s t  a s  s i m p l e ,  f a s t ,  and  e a s y  t o  o p e r a t e  
a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  s y s t e m s  b a s e d  on  l u m i n o l  CL (78 ,  53, 49) .
R e s u l t s  f o r  g l u c o s e  d e t e r m i n a t i o n ,  b a s e d  on  t h e  u s e  o f  g l u c o s e - w a t e r  
s t a n d a r d s ,  a r e  c o m p a r a b l e .
To i n c r e a s e  t h e  v e r s a t i l i t y  of  t h e  CL-FIA a p p r o a c h ,  i t  s h o u l d  be 
p o s s i b l e  t o  c o n s t r u c t  a  s y s t e m  w i t h  m ore  t h a n  one  s a m p l e  i n j e c t i o n  v a l v e  
and  t h u s  i n c r e a s e  t h e  s a m p l i n g  r a t e .  I n  t h e  p r e s e n t  s y s t e m ,  s a m p l e  
t h r o u g h p u t  i s  l i m i t e d  by t h e  t i m e  r e q u i r e d  f o r  t h e  s a m p l e  t o  go t h r o u g h  
t h e  c o lum n ,  n o t  by t h e  FIA m e a s u r e m e n t  s t e p .  W i th  a m u l t i - v a l v e  s y s t e m  
i t  w o u ld  a l s o  be  p o s s i b l e  t o  p e r f o r m  more  t h a n  one  t y p e  o f  a s s a y  a t  a
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t i m e  i n  t h e  same f l o w  s y s t e m .  F o r  e x a m p l e ,  a  s e c o n d  co lu m n  c o n t a i n i n g  
an  i m m o b i l i z e d  enzyme t h a t  c a t a l y z e s  p e r o x i d e  p r o d u c t i o n  f r o m  some o t h e r  
c l i n i c a l l y  i m p o r t a n t  a n a l y t e  c o u l d  b e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  CL-FIA 
s y s t e m .  The p e r o x i d e  p r o d u c e d  i n  t h i s  s e c o n d  c o lu m n  w o u l d  t h e n  be 
m e a s u r e d  i n  t h e  f l o w  s y s t e m  t h e  same way t h e  p e r o x i d e  f r o m  t h e  g l u c o s e  
o x i d a s e  r e a c t i o n  was m e a s u r e d .  S y s t e m s  c o m b i n i n g  t h e  CL-FIA a p p r o a c h  
w i t h  a u t o m a t e d  s a m p l i n g  a nd  d a t a  h a n d l i n g  w o u l d  seem t o  h o l d  
c o n s i d e r a b l e  p r o m i s e  a s  u s e f u l  c l i n i c a l  t e c h n i q u e s .
CHAPTER 3
TOO PHASE CHEMILUMINESCENCE 
I n t r o d u c t i o n
The s u b j e c t  o f  t h i s  c h a p t e r  i s  a tw o  p h a s e  f l o w  s y s t e m  i n  w h i c h  t h e  
CL r e a g e n t s  and  t h e  a n a l y t e  a r e  i n  s o l u t i o n s  s e p a r a t e d  f r o m  e a c h  o t h e r  
by a  m em brane .  A l t h o u g h  some w o r k  w i t h  tw o  p h a s e  CL s y s t e m s  h a s  
a p p e a r e d  ( 2 ,  18,  78,  8 5 ) ,  i t  i s  a f a i r l y  new a p p r o a c h  t o  CL a n a l y s i s .
I n  a  h e t e r o g e n e o u s  s y s t e m ,  t h e  CL r e a g e n t  o r  enzymes  c a t a l y z i n g  CL a r e  
i m m o b i l i z e d  by e n t r a p m e n t  b e h i n d  a  membrane  p e r m e a b l e  t o  a n a l y t e  b u t  n o t  
t o  t h e  l a r g e r  CL r e a g e n t s  o r  enzym es .  A n a l y t e  s o l u t i o n  i s  d e l i v e r e d  t o  
t h e  o p p o s i t e  s i d e  o f  t h e  m em brane  by a  f l o w  s y s t e m  f ro m  whence  i t  
d i f f u s e s  a c r o s s  t h e  m em brane  i n t o  t h e  r e a g e n t  p h a s e  w h e r e  i t  c a n  t a k e  
p a r t  i n  t h e  CL r e a c t i o n .  The s y s t e m  i s  o u t l i n e d  s c h e m a t i c a l l y  i n  F i g u r e  
3 - 1 .  T h i s  two  p h a s e  f l o w  s y s t e m  i s  a n  e x t e n s i o n  o f  t h e  FIA a p p r o a c h  t o  
C L -based  a s s a y s  s i n c e  t h e  r e a g e n t  p h a s e  can  s e r v e  a s  a s p e c i f i c  d e t e c t o r  
o f  compounds g e n e r a t e d  i n  t h e  f l o w  i n j e c t i o n  s y s t e m .
A two  p h a s e  s y s t e m  o f f e r s  s e v e r a l  a d v a n t a g e s  o v e r  t h e  s i n g l e  p h a s e  
FIA d e s c r i b e d  i n  e a r l i e r  s e c t i o n s ,  e s p e c i a l l y  f o r  t h e  f i r e f l y  and  
b a c t e r i a l  BL s y s t e m s ,  w h i l e  r e t a i n i n g  many of  t h e  a d v a n t a g e s  o f  FIA.
One o f  t h e  a d v a n t a g e s  o f  t h e  tw o  p h a s e  s y s t e m  i s  t h a t  t h e  i m m o b i l i z e d  
r e a g e n t  can  be  r e u s e d  f o r  many a n a l y s e s .  T h i s  i s  an  i m p o r t a n t  a d v a n t a g e  
when u s i n g  t h e  enzym es  n e c e s s a r y  f o r  b a c t e r i a l  o r  f i r e f l y  BL. 
I m m o b i l i z a t i o n  by e n t r a p m e n t  b e h i n d  a membrane  i s  n o t  o n l y  c o n v e n i e n t  
b u t  a l s o  a l l o w s  t h e  r e u s e  o f  enzymes  t h a t  a r e  d i f f i c u l t  t o  i m m o b i l i z e  











F i g u r e  3 - 1 .  S c h e m a t i c  s h o w i n g  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n  p r o f i l e  i n  i d e a l  
tw o  p h a s e  f l o w  c e l l .  Co i s  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  
b u l k  a n a l y t e  p h a s e .  Ci  i s  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  
r e a g e n t  p h a s e .
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The i m p o r t a n c e  o f  m i x i n g  i n  CL a n a l y s e s  h a s  b e e n  p o i n t e d  o u t  i n  
C h a p t e r  1. M ix i n g  i n  t h e  tw o  p h a s e  s y s t e m  i s  c o n t r o l l e d  by a n a l y t e  m as s  
t r a n s f e r  a c r o s s  t h e  i n t e r f a c e  and i n t o  t h e  r e a g e n t  p h a s e .  Under  t h e  
c o n d i t i o n s  e m p l o y e d ,  t h e  m e a s u r e d  s i g n a l  r e a c h e s  a  s t e a d y  s t a t e  and  t h u s  
i s  l e s s  s e n s i t i v e  t o  v a r i a t i o n s  i n  m i x i n g .
A n o t h e r  p o t e n t i a l  a d v a n t a g e  o f  t h e  tw o  p h a s e  s y s t e m  i s  t h e  p o s s i b l e  
a b i l i t y  t o  e x c l u d e  i n t e r f e r e n c e s  f r o m  t h e  r e a g e n t  p h a s e .  F o r  e x a m p l e ,  
t h e  p r o t e i n  c om pone n t  o f  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  i s  e x c l u d e d  by t h e  d i a l y s i s  
m em brane .
The s y s t e m  s h o u l d  be  u s e f u l  b o t h  f o r  c o n t i n u o u s  m e a s u r e m e n t  o f  
a n a l y t e  o r  f o r  a n a l y s i s  o f  s m a l l ,  d i s c r e t e  s a m p l e s  i n  a f l o w  s y s t e m .  
S t e a d y  s t a t e  m e a s u r e m e n t s  may be  made ,  o r  s m a l l  s a m p l e  s l u g s  may be 
i n j e c t e d  a s  i n  s i n g l e  p h a s e  FIA,  r e s u l t i n g  i n  h i g h e r  s a m p l e  t h r o u g h p u t s .
The p u r p o s e  o f  t h e  w o r k  i n  t h i s  c h a p t e r  was t o  e x t e n d  t h e  
p o s s i b i l i t i e s  o f  FIA by i n c o r p o r a t i n g  t h e  a d v a n t a g e s  o f  a  two  p h a s e  CL 
c e l l  w i t h  a  f l o w  s y s t e m .  A t h e o r e t i c a l  m o d e l  o f  a s i m p l e  two  p h a s e  
s y s t e m  was  d e v e l o p e d .  A c e l l  f o r  e x p e r i m e n t a l  t w o - p h a s e  m e a s u r e m e n t s  
was c o n s t r u c t e d .  The p e r f o r m a n c e  o f  t h i s  c e l l  was e v a l u a t e d  and 
c o m p a red  w i t h  t h e  t h e o r y  f o r  s e v e r a l  r e a c t i o n s .
T h e o r y
CL i n t e n s i t y  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  am oun t  o f  s u b s t r a t e  r e a c t i n g  
w i t h  t h e  r e a g e n t s  p e r  u n i t  t i m e .  I n  a  tw o  p h a s e  s y s t e m ,  CL i n t e n s i t y  
w i l l  dep e n d  on t h e  r a t e  a t  w h i c h  a n a l y t e  r e a c h e s  t h e  p h a s e  b o u n d a r y ,  
c r o s s e s  t h e  i n t e r f a c e  and m i x e s  i n  t h e  r e a g e n t  p h a s e ,  a s  w e l l  a s  on t h e  
r e a c t i o n  k i n e t i c s .
The tw o  p h a s e  CL r e a c t i o n  c e l l  c o n s i s t e d  o f  a  f l o w i n g  s t r e a m  of  
a n a l y t e  s o l u t i o n  s e p a r a t e d  f ro m  t h e  r e a g e n t  p h a s e  by a d i a l y s i s
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m em brane .  The r e a g e n t  p h a s e  c o n t a i n e d  enzymes  t h a t  c a t a l y z e d  CL. The
r e a g e n t  c e l l  was made o f  c l e a r  P l e x i g l a s  and  was m o u n te d  w i t h  i t s  
p o l i s h e d  f a c e  t o w a r d  t h e  p h o t o c a t h o d e  o f  a  PMT. The r e a g e n t  p h a s e  was 
s t i r r e d  m a g n e t i c a l l y .  A s i m p l i f i e d  o u t l i n e  o f  t h e  s y s t e m  i s  shown i n  
F i g u r e  3 - 2 .
I n  t h e  m o d e l  f o r  t h e  s y s t e m  shown i n  F i g u r e  3 - 1 ,  t h e  v a r i a b l e  CQ i s  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n a l y t e  f l o w i n g  t h r o u g h  t h e  s y s t e m .  i s  t h e
c o n c e n t r a t i o n  o f  a n a l y t e  on t h e  r e a g e n t  s i d e  o f  t h e  m em brane .  A n a l y t e  
p a s s e s  t h r o u g h  t h e  m em brane  t o  t h e  r e a g e n t  p h a s e  u n d e r  a  c o n c e n t r a t i o n  
g r a d i e n t .  C o n v e c t i o n  i s  t h e  m a j o r  means  o f  m ass  t r a n s f e r  i n  t h e  s t i r r e d  
r e a g e n t  p h a s e .
S e v e r a l  a s s u m p t i o n s  w i l l  be  made i n  o r d e r  t o  d e v e l o p  a  t h e o r e t i c a l  
t r e a t m e n t .  I t  w i l l  be  a s s u m e d  t h a t  t h e r e  i s  no s i g n i f i c a n t  d e p l e t i o n  o f  
a n a l y t e  on t h e  a n a l y t e  s i d e  o f  t h e  d i a l y s i s  m em brane .  T h i s  i s  
r e a s o n a b l e  b e c a u s e  t h e  f l o w  s y s t e m  can c o n t i n u o u s l y  pump a n a l y t e  t h r o u g h  
t h e  c e l l  t o  t h e  p h a s e  i n t e r f a c e ,  a l t h o u g h  t h i s  a s s u m p t i o n  becom es  l e s s
t r u e  a t  v e r y  s l o w  f l o w  r a t e s .  I t  w i l l  a l s o  be a s s u m e d  t h a t  t h e  
c o n v e c t i v e  m ass  t r a n s f e r  i n  t h e  r e a g e n t  p h a s e  i s  e f f i c i e n t  so t h a t  t h e  
r e a g e n t  p h a s e  w i l l  be c o m p l e t e l y  m ix e d  and a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n  w i l l  be  
u n i f o r m  t h r o u g h o u t  t h i s  p h a s e .
These  a s s u m p t i o n s  r e s u l t  i n  t h e  f o l l o w i n g  e x p r e s s i o n  f o r  Rg , t h e  
a n a l y t e  f l u x  i n t o  t h e  r e a g e n t  p h a s e :
Re ( m o l e s / c m ^ / s e c ) = D / d  x (Cq-C^)  (3 .1)
w h e re  D i s  t h e  d i f f u s i o n  c o e f f e c i e n t  o f  a n a l y t e  i n  t h e  membrane
o
(cm / s e c )  and  d i s  t h e  t h i c k n e s s  o f  t h e  m em brane .
I n  p r a c t i c e ,  t h e s e  a s s u m p t i o n s  r e p r e s e n t  a p p r o x i m a t i o n s  t h a t  make
a n a ly  t  e 
phase
a n a l y te
f lux
r e a g e n t
p h a s e
hTphase  
in t e r f  ace 
( m e m b r a n e )
PM T
F i g u r e  3 - 2 .  S i m p l i f i e d  o u t l i n e  o f  two p h a s e  c e l l .
79
i t  p o s s i b l e  t o  d e v e l o p  a  s i m p l e  m a t h e m a t i c a l  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  r e s p o n s e  
o f  t h e  s y s t e m .  The a s s u m p t i o n  o f  a hom ogeneous  r e a g e n t  p h a s e  i s  n o t  
s t r i c t l y  t r u e  b e c a u s e  o f  t h e  u n a v o i d a b l e  p r e s e n c e  o f  p o c k e t s  o f  p o o r l y  
s t i r r e d  r e a g e n t  s o l u t i o n  b e c a u s e  o f  t h e  d e s i g n  o f  t h e  c e l l .  How ever ,  i t  
i s  s t i l l  t r u e  t h a t  m ass  t r a n s f e r  w i l l  be p r o p o r t i o n a l  t o
Re = K(CQ- C i ) ( 3 . 2 )
The d i f f e r e n c e  b e t w e e n  D/d and  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  o f  K i s  an  i n d i c a t o r  
o f  how c l o s e l y  t h e  tw o  p h a s e  c e l l  c o n f o r m s  t o  t h e  m o d e l  o f  F i g u r e  3 - 1 .
I f  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  CL r e a c t i o n  i s  f i r s t  o r d e r  i n  a n a l y t e ,
t h e n
d C ^ d t  = Kx x Ci  ( 3 . 3 )
w h e re  i s  t h e  r a t e  c o n s t a n t  o f  t h e  CL r e a c t i o n .  An e x p r e s s i o n  f o r  t h e  
r e s p o n s e  o f  t h e  two p h a s e  s y s t e m  can  now be r e a d i l y  d e r i v e d .
I n i t i a l l y ,  t h e r e  i s  no a n a l y t e  p r e s e n t  i n  t h e  s y s t e m ,  and  C£=0. At 
t h i s  t i m e ,  t = 0 ,  a n a l y t e  s o l u t i o n  a t  c o n c e n t r a t i o n  CQ i s  i n t r o d u c e d  i n t o  
t h e  f l o w  s y s t e m .  A n a l y t e  w i l l  d i f f u s e  a c r o s s  t h e  m em brane  i n t o  t h e  
r e a g e n t  p h a s e  and  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  r e a g e n t  p h a s e  w i l l  i n c r e a s e  
u n t i l  a  s t e a d y  s t a t e  i s  r e a c h e d .  The r a t e  o f  c h a n g e  o f  a n a l y t e  
c o n c e n t r a t i o n  i n s i d e  t h e  r e a g e n t  p h a s e  w i l l  e q u a l  t h e  r a t e  a t  w h i c h  
a n a l y t e  e n t e r s  t h e  c e l l  m in u s  t h e  r a t e  a t  w h i c h  i t  r e a c t s :
d C i / d t  = K(C0 - C i ) -  K1 x C i  ( 3 . 4 )
E q u a t i o n  3 .4  c a n  be s o l v e d  ( s e e  a p p e n d i x  A) t o  g i v e  t h e  f o l l o w i n g  
e x p r e s s i o n  f o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of  a n a l y t e  i n  t h e  r e a g e n t  p h a s e  a t  any 
t i m e  t :
KC
Ct = — ( l - e " (K+Kl ) t : ) ( 3 . 5 )
K + K x
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The CL i n t e n s i t y  o b s e r v e d  w i l l  be d e t e r m i n e d  by C^* The t e r m  
e -(K+Kj.) t  d e t e r m i n e s  t h e  r e s p o n s e  t i m e  o f  t h e  s y s t e m .  As shown i n  
e q u a t i o n  3 .5 ,  t h e  o v e r a l l  r e s p o n s e  t i m e  d e p e n d s  on b o t h  t h e  r a t e  o f  
a n a l y t e  e n t e r i n g  t h e  r e a g e n t  p h a s e  (K) and  t h e  r a t e  c o n s t a n t  o f  t h e  CL 
r e a c t i o n  ( K j ) .
When a s t e a d y  s t a t e  i s  r e a c h e d ,  a t  l a r g e  v a l u e s  o f  t ,  e q u a t i o n  3.5 
becomes
KC
c u SS) = —  <3 -6 >
K + K j
At  s t e a d y  s t a t e ,  t h e  r a t e  a t  w h i c h  a n a l y t e  e n t e r s  t h e  r e a g e n t  p h a s e  
e q u a l s  t h e  r a t e  a t  w h i c h  i t  i s  consumed .
I f  t h e  CL r e a c t i o n  i s  s l o w  r e l a t i v e  t o  a n a l y t e  d i f f u s i o n ,  t h e n  Kj 
i s  much l e s s  t h a n  K and  t h e  r e s p o n s e  t i m e  t e r m  becom es  e - ^ 1-. Such a 
s i t u a t i o n  w i l l  c a u s e  C^ t o  b u i l d  up and  w i l l  t h e r e f o r e  r e s u l t  i n  maximum 
s e n s i t i v i t y ,  b u t  t h e  r e s p o n s e  t i m e  w i l l  become u n a c c e p t a b l y  l o n g .
I d e a l l y ,  t h e  a p p r o a c h  t o  a c h i e v e  r a p i d  r e s p o n s e  i s  t o  w o r k  u n d e r  
c o n d i t i o n s  w he re  t h e  a n a l y t i c a l  r e a c t i o n  i s  r a p i d .  T h i s  i s  n o t  a l w a y s  
f e a s i b l e ,  h o w e v e r .  The f i r e f l y  r e a c t i o n  i s  a n  e x a m p l e  o f  a v e r y  s lo w  CL 
r e a c t i o n .  An a l t e r n a t i v e  means  o f  a c h i e v i n g  r a p i d  r e s p o n s e  i s  t o  
i n t r o d u c e  a  d e g r a d i n g  r e a c t i o n  t h a t  w i l l  consume e x c e s s  a n a l y t e .  T h i s  
r e a c t i o n  w i l l  t h e n  d e t e r m i n e  K^. I f  t h e  d e g r a d i n g  r e a c t i o n  i s  enzyme 
c a t a l y z e d ,  t h i s  enzyme c a n  be c o - i m m o b i l i z e d  w i t h  t h e  CL enzyme,  and  
t h u s  n o t  a f f e c t  t h e  b u l k  a n a l y t e  s o l u t i o n .  The CL i n t e n s i t y  w i l l  be 
p r o p o r t i o n a l  t o  K2 x  C^, w h e r e  K2 i s  a p r o p o r t i o n a l i t y  c o n s t a n t  f o r  t h e  
CL r e a c t i o n .  K2 w i l l  be  much l e s s  t h a n  K.
As Kj i s  i n c r e a s e d ,  r e s p o n s e  t i m e  w i l l  be  s h o r t e n e d .  The 
i m p r o v e m e n t  i n  r e s p o n s e  t i m e  w i l l  come a t  t h e  e x p e n s e  o f  s e n s i t i v i t y ,
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h o w e v e r ,  b e c a u s e  w i l l  n o t  b u i l d  up a s  much.  I f  a  d e g r a d i n g  r e a c t i o n  
i s  b e i n g  u s e d ,  l e s s  a n a l y t e  w i l l  be  a v a i l a b l e  t o  t h e  CL r e a c t i o n  b e c a u s e  
i t  w i l l  h ave  b e e n  consumed  by t h e  d e g r a d i n g  r e a c t i o n .
R e c a l l  t h a t  a t  s t e a d y  s t a t e ,
K
Ci  = --------  CQ ( 3 . 6 )
K+K!
I f  Kj i s  much g r e a t e r  t h a n  K ( f a s t  CL r e a c t i o n ) ,  t h e n  e q u a t i o n  3.6 
w i l l  become
K
c i = — c 0 ( 3 . 7 )
I t  can  be  s e e n  f rom  t h i s  t h e o r e t i c a l  t r e a t m e n t  t h a t  t h e  r e s p o n s e  
t i m e  o f  t h e  tw o  p h a s e  s y s t e m  w i l l  be d e t e r m i n e d  by b o t h  t h e  r a t e  o f  
a n a l y t e  m as s  t r a n s f e r  i n t o  t h e  r e a g e n t  p h a s e  and t h e  k i n e t i c s  o f  t h e  
r e a c t i o n ( s )  o c c u r i n g  i n s i d e  t h e  c e l l .  T h i s  t h e o r y  c a n  s e r v e  a s  a  m odel  
t o  p r e d i c t  t h e  r e s p o n s e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  tw o  p h a s e  s y s t e m  f o r  
r e a c t i o n s  w i t h  d i f f e r e n t  k i n e t i c s  o r  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  p h y s i c a l  
c h a r a c t e r i s t i c s  ( s u c h  a s  i n t e r f a c e  t h i c k n e s s  o r  a r e a ) .  I t  i s  u s e f u l  f o r  
o b t a i n i n g  a n  u n d e r s t a n d i n g  o f  why t h e  s y s t e m  b e h a v e s  a s  i t  does  i n  any 
g i v e n  s i t u a t i o n .  I t  a l s o  g i v e s  t h e  a n a l y s t  c l u e s  a b o u t  how t o  m o d i f y  
t h e  s y s t e m  t o  p r o v i d e  a n  a c c e p t a b l e  t r a d e o f f  b e t w e e n  r e s o n s e  t i m e  and  
s e n s i t i v i t y  i f  t h e  a n a l y t i c a l  r e a c t i o n  i s  s l o w .
E x p e r i m e n t a l
A p p a r a t u s
The two  p h a s e  f l o w  c e l l  a s s e m b l y  i s  d i a g r a m m e d  i n  F i g u r e  3 - 3 .  The 
c o m p o n e n t s  o f  t h e  c e l l  i t s e l f  w e r e  c o n s t r u c t e d  o f  P l e x i g l a s .  The b o t t o m  
o f  t h e  r e a g e n t  c o m p a r t m e n t  and  o u t s i d e  f a c e  o f  t h e  c e l l  w e r e  p o l i s h e d
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O-RING
F i g u r e  3 - 3 .  Two p h a s e  f l o w  c e l l .  A: a lu m in u m  s p i r a l  c h a n n e l  p i e c e ;
B: T e f l o n  t u b i n g ;  C: s p i r a l  g r o o v e  c h a n n e l  f o r  a n a l y t e ;
D: p l e x i g l a s  r e t a i n e r  f o r  s u p p o r t i n g  membrane;  E: m a g n e t i c  
s t i r  b a r ;  F:  p l e x i g l a s  b a s e  o f  c e l l ;  G: r u b b e r  o - r i n g  f o r  
l e a k  p r e v e n t i o n ;  H: t o p  v i e w  o f  p i e c e  D, s h o w i n g  a r r a n g e m e n t  
o f  s l o t s  t h a t  a l l o w  a n a l y t e  t o  d i f f u s e  i n t o  r e a g e n t  
c o m p a r t m e n t ;  I :  p l e x i g l a s  cap f o r  h o l d i n g  s t i r  b a r  i n  p l a c e .
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c l e a r  t o  a l l o w  maximum l i g h t  t r a n s m i s s i o n .  A 2 mm x 7 mm T e f l o n  s t i r  
b a r  f i t s  i n t o  t h e  w e l l  i n  t h e  r e a g e n t  c o m p a r t m e n t .  The v o l u m e  o f  t h e  
r e a g e n t  c o m p a r t m e n t  was  a p p r o x i m a t e l y  1.5 mL ( n o t  i n c l u d i n g  t h e  v o l u m e  
o f  t h e  s t i r  b a r ) .  A r u b b e r  o - r i n g  m o u n te d  i n  a  c i r c u l a r  g r o o v e  i n  t h e  
c e l l  h e l p e d  p r e v e n t  l e a k s .
A p i e c e  o f  d i a l y s i s  m em brane  was  c u t  t o  f i t  o v e r  t h e  t o p  o f  t h e  
r e a g e n t  c o m p a r t m e n t .  The s l o t s  and  h o l e s  i n  t h e  tw o  t o p  p i e c e s  o f  t h e  
c e l l  a l l o w e d  d i f f u s i o n  o f  m o l e c u l e s  i n t o  and  o u t  o f  t h e  c e l l ,  b u t  k e p t  
t h e  s t i r r i n g  b a r  i n  p l a c e .  T h e s e  t o p  p i e c e s  w e r e  a l s o  v e r y  i m p o r t a n t  
f o r  k e e p i n g  t h e  membrane  t i g h t  a g a i n s t  t h e  s p i r a l  c h a n n e l  p i e c e .
W i t h o u t  a d e q u a t e  t e n s i o n  on  t h e  s p i r a l  p i e c e ,  t h e  f l o w  o f  s a m p l e  w o u l d  
n o t  be c o n f i n e d  t o  t h e  s p i r a l  c h a n n e l  and  t h e  c e l l  w o u ld  be  u s e l e s s .  
S e v e r a l  e a r l i e r  c e l l  d e s i g n s  s u f f e r e d  f r o m  t h i s  p r o b l e m  and  c o u l d  n o t  be 
u s e d .  The a r e a  o v e r  w h i c h  d i f f u s i o n  c a n  o c c u r  ( i . e . ,  t h e  a r e a  of  t h e  
s l o t s  and  h o l e s )  i s  a p p r o x i m a t e l y  1.3 s q u a r e  cm.
P r o v i d i n g  a d e q u a t e  t e n s i o n  on  t h e  s p i r a l  c h a n n e l  w i t h o u t  s e v e r e l y  
r e d u c i n g  t h e  a r e a  o v e r  w h i c h  s o l u t i o n  s p e c i e s  c a n  d i f f u s e  was a  m a j o r  
p r o b l e m  e n c o u n t e r e d  i n  d e v e l o p i n g  a f u n c t i o n a l  c e l l .  The c e l l  was 
d e s i g n e d  p r i m a r i l y  t o  p r o v i d e  a s y s t e m  w h i c h  o f f e r e d  r e l a t i v e l y  t r o u b l e -  
f r e e  p l u m b i n g .  I n  a d d i t i o n ,  t h e r e  m u s t  be p r o v i s i o n s  so t h a t  s a m p l e  
s o l u t i o n  c a n  be  e a s i l y  d e l i v e r e d  t o  and  pumped away f r o m  t h e  p h a s e  
i n t e r f a c e .  The c u r r e n t  c e l l  r e p r e s e n t s  a c o m p r o m is e  b e t w e e n  t r a c t a b l e  
p l u m b i n g  and  op t im um  p e r f o r m a n c e .  The p e r f o r m a n c e  w i l l  be  c o m p r o m is e d  
by t h e  n e c e s s a r y  r e d u c t i o n  i n  t h e  i n t e r f a c i a l  a r e a  and m i x i n g  e f f i c i e n c y  
i n  t h e  r e a g e n t  p h a s e .  The p h y s i c a l  l i m i t a t i o n s  o f  t h e  c e l l  w i l l  make 
some o f  t h e  a s s u m p t i o n s  made i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n  l e s s  v a l i d .  For  
e x a m p l e ,  i t  was  a s s u m e d  t h a t  t h e  r e a g e n t  p h a s e  was h o m o g e n e o u s l y  m ix e d ;
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t h i s  w i l l  n o t  be e n t i r e l y  t r u e ,  b e c a u s e  t h e r e  a r e  z o n e s  o f  u n s t i r r e d  
s o l u t i o n  i n  t h e  g r o o v e s  and  h o l e s  o f  t h e  t o p  p i e c e s  o f  t h e  c e l l .
H ow ever ,  one  c a n  s t i l l  a s s u m e  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  c o n c e n t r a t i o n  g r a d i e n t  
b e t w e e n  t h e  a n a l y t e  and t h e  r e a g e n t  p h a s e s .  M ix in g  i n  t h e  b u l k  o f  t h e  
r e a g e n t  p h a s e  w i l l  s t i l l  be  m ore  e f f i c i e n t  t h a n  i f  i t  was  s t r i c t l y  
d i f f u s i o n  c o n t r o l l e d .  The v a l i d i t y  o f  t h e  a s s u m p t i o n s  made ab o v e  w i t h  
t h e  c u r r e n t  c e l l  w e r e  e v a l u a t e d  by a  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  t o  be  
d e s c r i b e d  s h o r t l y .
The s a m p l e  f l o w  c h a n n e l  i s  a  s p i r a l  g r o o v e  a p p r o x i m a t e l y  1 mm d e e p ,  
m a c h i n e d  i n t o  a n  a lu m in u m  d i s k  w h i c h  f i t  t i g h t l y  i n t o  t h e  t o p  o f  t h e  
r e a g e n t  c e l l .  Two h o l e s  w e r e  d r i l l e d  t h r o u g h  t h e  d i s k ,  one a t  e a c h  end  
o f  t h e  s p i r a l  c h a n n e l .  On t h e  b a c k  s i d e  o f  t h e  d i s k ,  T e f l o n  t u b i n g ,
0 . 7 9  mm i . d . ,  was  g l u e d  i n t o  t h e  h o l e s  t o  a l l o w  c o n n e c t i o n  o f  t h e  s p i r a l  
c h a n n e l  t o  e x t e r n a l  p l u m b i n g .  " S u p e r  G lue"  was u s e d  t o  s e c u r e  t h e  
t u b i n g  t o  t h e  a lu m in u m .  Im p r o v e d  a d h e s i o n  was o b t a i n e d  by r o u g h e n i n g  
t h e  o u t s i d e  o f  t h e  t u b i n g  b e f o r e  a p p l y i n g  g l u e .  An a lu m in u m  h o u s i n g ,  
t h r e a d e d  on  one e nd ,  was t h e  mount  f o r  t h e  c e l l  and s p i r a l  c h a n n e l  d i s k .  
The c e l l  and  d i s k  w e r e  s c r e w e d  i n t o  t h e  h o u s i n g  r a t h e r  t i g h t l y  t o  
p r e v e n t  l e a k i n g .  The two  t u b e s  t o  t h e  s p i r a l  c h a n n e l  w e r e  f e d  t h r o u g h  
tw o  s m a l l  h o l e s  i n  t h e  h o u s i n g .  Once a s s e m b l e d ,  t h e  e n t i r e  a s s e m b l y  
c o u l d  be h a n d l e d  w i t h  no d a n g e r  o f  l e a k a g e .
The t h r e a d e d  end  o f  t h e  c e l l  h o u s i n g  was s c r e w e d  t o  t h e  end o f  t h e  
PMT h o u s i n g  so t h a t  t h e  b o t t o m  o f  t h e  P l e x i g l a s  c e l l  was  d i r e c t l y  i n  
f r o n t  o f  t h e  p h o t o c a t h o d e  o f  an  e n d - o n  PMT w h i c h  was  c o v e r e d  w i t h  b l a c k  
c l o t h  t o  r e d u c e  t h e  e f f e c t  o f  l i g h t  l e a k s .
The P l e x i g l a s  r e a g e n t  c e l l ,  and  s e v e r a l  e a r l i e r  m o d e l s  a l o n g  i t s  
e v o l u t i o n a r y  p a t h ,  w e r e  made t o  o r d e r  by t h e  UNH P h y s i c s  M ach ine  Shop,
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a s  w e r e  t h e  PMT h o u s i n g  and  c e l l  h o u s i n g .  The s p i r a l  g r o o v e  d i s k  was  
made by G r a n i t e  S t a t e  T o o l  and  Die Company, Dover ,  New H a m p s h i r e .
The PMT, r e c o r d e r ,  an d  e l e c t r o n i c s  w e r e  t h e  same a s  t h o s e  u s e d  f o r  
t h e  g l u c o s e  w ork .  I n t e r c h a n g a b l e  PMT e n d - h o u s i n g s  made i t  e a s y  t o  
s w i t c h  f ro m  t h e  tw o  p h a s e  c e l l  t o  t h e  h o u s i n g  c o n t a i n i n g  t h e  s i m p l e  c o i l  
o f  T e f l o n  t u b i n g  u s e d  f o r  t h e  FIA e x p e r i m e n t s .
A C o l e - P a r m e r  m o d e l  754 5 -1 0  p e r i s t a l t i c  pump,  e q u i p e d  w i t h  7013 
pump h e a d s  and  6408-41  t u b i n g  was u s e d  f o r  m o s t  e x p e r i m e n t s .  Fo r  some 
e x p e r i m e n t s ,  a  H a r v a r d  i n f u s i o n  pump was u s e d .  F low l i n e s  o t h e r  t h a n  
t h o s e  i n  t h e  pump h e a d s  w e r e  0 .79  mm i . d .  T e f l o n  t u b i n g  ( A l t e x ) .  The 
v a r i o u s  t u b i n g  f i t t i n g s  w e r e  a l s o  o b t a i n e d  f ro m  A l t e x .
M a g n e t i c  s t i r r i n g  p l a t e s  f rom  F i s h e r  w e r e  u s e d .  An O r i o n  m o d e l  501 
pH m e t e r  was u s e d  f o r  pH m e a s u r e m e n t s .
C h e m ic a l s
R e a g e n t  g r a d e  p o t a s s i u m  d i h y d r o g e n  p h o s p h a t e ,  b o r i c  a c i d ,  KOH, 
s od ium  a c e t a t e ,  a c e t i c  a c i d ,  and  f l u o r e s c e i n  w e r e  o b t a i n e d  f rom  B a ke r .  
HEPES ( N - 2 - h y d r o x y e t h y l  p i p e r a z i n e - N ' - 2 - e t h a n e  s u l f o n i c  a c i d )  b u f f e r  and 
l u m i n o l  w e r e  o b t a i n e d  f ro m  A l d r i c h .
H o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  ( E . C . l  . 1 1 . 1 . 7 ) ,  a p y r a s e  ( E . C . 3 .6 . 1 . 3 ) ,  NADH, 
FMN, s y n t h e t i c  f i r e f l y  l u c i f e r i n ,  T r i s  b u f f e r ,  and d e c a n a l  w e r e  o b t a i n e d  
f ro m  Sigma.
BL enzyme r e a g e n t s  w e r e  o b t a i n e d  f ro m  LUMAC. LUMASE i s  a  h i g h l y  
p u r i f i e d  and  s t a b i l i z e d  b a c t e r i a l  l u c i f e r a s e  -  NADH-FMN o x i d o r e d u c t a s e  
p r e p a r a t i o n .  LUMIT-PM i s  a  h i g h l y  p u r i f i e d  and s t a b i l i z e d  p r e p a r a t i o n  
o f  f i r e f l y  l u c i f e r a s e  and  l u c i f e r i n .
The d i a l y s i s  t u b i n g  u s e d  was S p e c t r a p o r e  6 , 10 000 m o l e c u l a r  w e i g h t  
c u t o f f  (MWCO), 20 um t h i c k ,  o b t a i n e d  f rom  S p e c t r u m  M e d i c a l  I n d u s t r i e s .
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I t  was  s l i t  b e f o r e  u s e  an d  u s e d  a s  a s i n g l e  l a y e r  m em brane .
P r o c e d u r e s
An e x c e s s  v o l u m e  o f  e n z y m e - c o n t a i n i n g  s o l u t i o n  was p l a c e d  i n  t h e  
w e l l  o f  t h e  P l e x i g l a s  c e l l .  The s t i r  b a r  was  s e t  i n  p l a c e  and  t h e  
p l a s t i c  c o v e r  p i e c e s  o f  t h e  c e l l  w e r e  c a r e f u l l y  f i t t e d  i n t o  t h e  w e l l .
Any a i r  b u b b l e s  t r a p p e d  i n  t h e  c a v i t y  w e r e  e l i m i n a t e d  by u s i n g  a n  eye  
d r o p p e r  and  e x t r a  f i l l i n g  s o l u t i o n .  The r u b b e r  o - r i n g  was p l a c e d  i n  i t s  
g r o o v e ,  and  t h e  w e t  d i a l y s i s  membrane  was t h e n  p l a c e d  o v e r  t h e  t o p  o f  
t h e  c e l l ,  c a r e  b e i n g  t a k e n  t o  a v o i d  t r a p p i n g  a i r  b u b b l e s  u n d e r  t h e  
membrane .
W i t h  t h e  m em brane  i n  p l a c e ,  t h e  p l e x i g l a s  c e l l  was m a t e d  t o  t h e  
s p i r a l  c h a n n e l  s a m p l e  f l o w  d i s k  w h i c h  ha d  b e e n  p r e v i o u s l y  m o u n te d  i n s i d e  
t h e  c e l l  h o u s i n g .  The c e l l  was s c r e w e d  t o  t h e  h o u s i n g ,  and  t h e  e n t i r e  
a s s e m b l y  was s c r e w e d  t o  t h e  PMT h o u s i n g .
The PMT was m o u n te d  f a c e  down. Thus,  t h e  p l e x i g l a s  c e l l  was 
o r i e n t e d  s u c h  t h a t  i t  was  e s s e n t i a l l y  u p s i d e  down,  i . e . ,  s m o o th  f a c e  o f  
c e l l  on  t o p ,  s p i r a l  c h a n n e l  d i s k  b e l o w .  The a s s e m b l y  was h e l d  i n  p l a c e  
o v e r  a  m a g n e t i c  s t i r r e r .  M a g n e t i c  c o u p l i n g  t h r o u g h  s p a c e  and  t h e  c e l l  
c o m p o n e n t s  was s u f f i c i e n t  t o  s t i r  t h e  r e a g e n t .
Sam ple  and  b l a n k  s o l u t i o n s  c o n t a i n e d  a l l  n e c e s s a r y  r e a g e n t s  t h a t  
c o u l d  d i f f u s e  o u t  o f  t h e  r e a g e n t  c o m p a r t m e n t  so t h a t  t h e r e  w o u l d  be no 
d e p l e t i o n  i n s i d e  t h e  c e l l .  R e a g e n t  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  t h e  same i n  t h e  
s a m p l e  an d  b l a n k  a s  t h e y  w e r e  i n  t h e  o r i g i n a l  r e a g e n t  s o l u t i o n .  A l l  
s o l u t i o n s  i n  a g i v e n  e x p e r i m e n t  w e r e  b u f f e r e d  t o  t h e  same pH and  i o n i c  
s t r e n g t h .
S o l u t i o n  c o n t a i n i n g  n o n - i m m o b i l i z e d  r e a g e n t s  and  b u f f e r  was pumped 
t h r o u g h  t h e  s p i r a l  c h a n n e l  t o  e s t a b l i s h  a b a s e l i n e .  F low was s w i t c h e d
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m a n u a l l y  t o  t h e  s a m p l e  s o l u t i o n  t o  r e c o r d  t h e  r e s p o n s e  o f  t h e  s y s t e m  t o
a n a l y t e .  A f e w  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  w h i c h  a  s l u g  o f  s a m p l e  was
i n j e c t e d  i n t o  t h e  f l o w i n g  b a c k g r o u n d  s t r e a m  by a  p n e u m a t i c a l l y  a c t u a t e d  
Rheodyne 4 - w a y  v a l v e .
R e s u l t s  and  D i s c u s s i o n  
F l u o r e s c e i n  D i f f u s i o n  E x p e r i m e n t s
I n i t i a l  e x p e r i m e n t s  w i t h  th'e tw o  p h a s e  f l o w  c e l l  w e r e  c o n d u c t e d  
u s i n g  f l u o r e s c e i n  s o l u t i o n s  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  m as s  t r a n s f e r  o f  t h e  
m ode l  a n a l y t e  a c r o s s  t h e  m em brane .  T h e s e  d a t a  a l l o w  c a l c u l a t i o n  o f  an 
e x p e r i m e n t a l  v a l u e  o f  K ( e q u a t i o n  3 .2 ) .  The d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  
m e a s u r e d  K and  t h e  v a l u e  o f  D/d i n d i c a t e s  how c l o s e l y  t h e  s y s t e m  
c o n f o r m s  t o  t h e  s i m p l e  m o d e l  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  3 - 1 .
For  a l l  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  1 mM f l u o r e s c e i n  s o l u t i o n s  i n  0.1 M
b o r a t e  b u f f e r ,  pH 9.0 ,  w e r e  u s e d .  B l a n k  s o l u t i o n s  w e r e  0.1 M b o r a t e
b u f f e r s  w i t h  no a d d e d  f l u o r e s c e i n .  Two t y p e s  o f  e x p e r i m e n t s  w e r e  
p e r f o r m e d .  The f l u o r e s c e i n  s o l u t i o n  was  e i t h e r  u s e d  t o  f i l l  t h e  r e a g e n t  
c h a m b e r  w h i l e  b u f f e r  was pumped t h r o u g h  t h e  s p i r a l ,  o r  b u f f e r  was p l a c e d  
i n  t h e  c e l l  and  f l u o r e s c e i n  was pumped t h r o u g h  t h e  s p i r a l .  The 
e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  a t  a  num ber  o f  f l o w  r a t e s  w i t h  t h e  r e a g e n t  
c o m p a r t m e n t  s t i r r e d  i n  a l l  e x p e r i m e n t s .
For  t h e  c a s e  i n  w h i c h  f l u o r e s c e i n  s o l u t i o n  was i n i t i a l l y  i n  t h e  
c e l l ,  b u f f e r  was  pumped t h r o u g h  t h e  s y s t e m  and  t h e  e f f l u e n t  was 
c o l l e c t e d  i n  t i m e d  f r a c t i o n s .  The t i m i n g  was d e t e r m i n e d  by t h e  f l o w  
r a t e  and  was  c h o s e n  s u c h  t h a t  3 t o  5 mL w o u l d  be c o l l e c t e d  p e r  f r a c t i o n .  
A b s o r b a n c e  o f  t h e  e f f l u e n t  f r a c t i o n s  a t  490nm was  m e a s u r e d  on a Sh im adzu  
S p e c t r o n i c  200-UV s p e c t r o p h o t o m e t e r .  The m o l a r  a b s o r p t i v i t y  o f  t h e  
f l u o r e s c e i n  d i a n i o n  a t  490 nm i n  m o d e r a t e l y  b a s i c  s o l u t i o n  i s  88  000
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( 8 6 ) .  F l u o r e s c e i n  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  e f f l u e n t  f r a c t i o n s  w e r e  
c a l c u l a t e d  f ro m  t h e  a b s o r b a n c e s .  From t h e s e  e f f l u e n t  c o n c e n t r a t i o n s  
a nd  t h e  f l o w  r a t e ,  t h e  r a t e  o f  m a s s  t r a n s f e r  o f  f l u o r e s c e i n  o u t  f r o m  t h e  
c e l l  c o u l d  be c a l c u l a t e d .  Once t h e  r a t e  o f  d i f f u s i o n  and  i n t e r f a c i a l  
a r e a  a r e  known,  a n  e x p e r i m e n t a l  K c a n  be  c a l c u l a t e d  f r o m  e q u a t i o n  3.2 .
R e s u l t s  f o r  t h i s  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  3 - 1 .  
I t  s h o u l d  be p o i n t e d  o u t  t h a t  t h e  v a l u e s  i n  t h e  t a b l e  f o r  f l u o r e s c e i n  
d i f f u s i o n  a r e  a v e r a g e  v a l u e s .  T h e r e  was a  t e n d e n c y  f o r  t h e  r a t e  o f  
d i f f u s i o n  t o  d e c r e a s e  s o m e w h a t  w i t h  s u c c e s i v e  f r a c t i o n s ,  p r o b a b l y  
b e c a u s e  o f  d e p l e t i o n  o f  t h e  f l u o r e s c e i n  i n  t h e  c e l l .  As c a n  be  s e e n  i n  
T a b l e  3 - 1 ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  s l o w e s t  f l o w  r a t e ,  t h e  v a l u e s  f o r  
f l u o r e s c e i n  d i f f u s i o n  o u t  o f  t h e  r e a g e n t  c e l l  a r e  r o u g h l y  c o m p a r a b l e .
The e x p e r i m e n t a l  K's a r e  much s m a l l e r  t h a n  t h e  c a l c u l a t e d  v a l u e  o f  D/d.  
These  v a l u e s ,  and  t h e  i m p l i c a t i o n s  o f  t h e i r  d i f f e r e n c e ,  w i l l  be e x a m i n e d  
a f t e r  t h e  n e x t  s e t  o f  e x p e r i m e n t s  i s  c o n s i d e r e d .
A s e c o n d  s e t  o f  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  b u f f e r  was t r a p p e d  i n  t h e  
r e a g e n t  c o m p a r t m e n t  w h i l e  1 mM f l u o r e s c e i n  was f l o w i n g  t h r o u g h  t h e  
s p i r a l  was  p e r f o r m e d .  I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  t h e  f l u o r e s c e i n  was a l l o w e d  
t o  f l o w  a t  a g i v e n  f l o w  r a t e  f o r  a  m e a s u r e d  l e n g t h  o f  t i m e .  At  t h e  end 
o f  t h e  s p e c i f i e d  t i m e  i n t e r v a l ,  a i r  was pumped t h r o u g h  t h e  s p i r a l  so 
t h a t  f l u o r e s c e i n  s o l u t i o n  w o u l d  n o t  r e m a i n  s t a t i o n a r y  i n  t h e  s p i r a l .
The c e l l  was d i s a s s e m b l e d  and  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  r e a g e n t  c o m p a r t m e n t  
s o l u t i o n  ( b u f f e r  s o l u t i o n  p l u s  t h e  f l u o r e s c e i n  t h a t  d i f f u s e d  in )  was 
m e a s u r e d  i n  a  m i c r o c u v e t t e .  M e a s u r e m e n t  o f  a b s o r b a n c e  on t h e  f l o w  
s t r e a m  e f f l u e n t  by d i f f e r e n c e  w o u l d  o f  c o u r s e  be h i g h l y  i m p r e c i s e ,  g i v e n  
t h e  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  f l u o r e s c e i n  s t i l l  p r e s e n t  i n  t h a t  s o l u t i o n .
U s i n g  t h i s  m e th o d ,  one  e s s e n t i a l l y  i n t e g r a t e s  t h e  f l u o r e s c e i n  f l u x
Table 3-1
-3R e s u l t s  f rom  d i f f u s i o n  e x p e r i m e n t  i n  w h ic h  10 M f l u o r e s c e i n  was m  t h e  
r e a g e n t  c o m p a r tm e n t  and  0 .1  M b o r a t e  b u f f e r  was f l o w i n g  i n  
s a m p le  c h a n n e l  o f  t h e  two p h a s e  f l o w  c e l l .
Flow R a te  F i r  D i f f u s i o n 3  Re e x p t ' a l  K
0 .4  mL/min 4 x 1 0 - ^ m o l e s  s e c - ^ 3.1 X —11 /  2 10 m o l e s / c m  - s e c 3.1 X 1 0 - 8 cm s e c - '*'
1 . 2 6 . 7 x 1 0 - 1 1 5 . 2 X 1 0 - 1 1 3 . 1 X
00io
4 . 5 7 . 5 x 1 0 - 1 1 5 . 8 X
1or—H 5 . 2 X 1 0 - 8
8 . 8 7 x 1 0 " 11 5 . 4 X 1 0 - 1 1 5 . 4 X
001o
3  These  a r e  a v e r a g e  v a l u e s  f rom s e v e r a l  f r a c t i o n s  ( s e e  t e x t ) .
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i n t o  t h e  c e l l  o v e r  t h e  l e n g t h  o f  t i m e  t h a t  t h e  f l u o r e s c e i n  was f l o w i n g .  
The r e s u l t s  a r e  c o m p i l e d  i n  T a b l e  3 - 2 .
From e q u a t i o n  3 .2 ,  t h e  e x p e r i m e n t a l  K f o r  f l u o r e s c e i n  d i f f u s i o n  
i n t o  t h e  c e l l  c a n  be c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  r a t e  o f  f l u o r e s c e i n  d i f f u s i o n  
and  t h e  i n t e r f a c i a l  a r e a .  The i n i t i a l  c o n d i t i o n s  a r e  s u c h  t h a t  C p  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  a n a l y t e  ( f l u o r e s c e i n )  i n s i d e  t h e  c e l l  i s  z e r o  a t  t=Q. 
As t i m e  p a s s e s ,  w i l l  i n c r e a s e ,  b u t  a t  s h o r t  t i m e s  w i l l  s t i l l  be  much 
l e s s  t h a n  CQ. T h i s  i s  c o n f i r m e d  i n  t h e  p r e s e n t  c a s e  by t h e  low 
c o n c e n t r a t i o n s  o f  f l u o r e s c e i n  o b s e r v e d  d i f f u s n g  i n t o  t h e  c e l l .  Thus ,  
Co>^Ci,  and i t  c a n  be a s s u m e d  t h a t  Re =KCQ. The r a t e  a t  w h i c h  
f l u o r e s c e i n  e n t e r s  t h e  c e l l  can  be  t a k e n  f r o m  T a b l e  3 - 2 .  The 
c o n c e n t r a t i o n  o f  f l u o r e s c e i n  on  t h e  s a m p l e  s i d e  i s  1 mM. The 
e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  v a l u e s  o f  K a r e  a l s o  l i s t e d  i n  T a b l e  3 - 2 .
These  v a l u e s  a r e  a p p a r e n t l y  i n d e p e n d e n t  o f  f l o w  r a t e .
The f l u o r e s c e i n  d i f f u s i o n  e x p e r i m e n t s  c o n f i r m  t h a t  d i f f u s i o n  o f  
m o l e c u l e s  a c r o s s  t h e  m em brane  d o e s  i n d e e d  o c c u r  i n  t h e  f l o w  c e l l .  
H ow ever ,  t h e  r e s u l t s  show t h a t  some o f  t h e  a s s u m p t i o n s  made e a r l i e r  a r e  
n o t  s t r i c t l y  c o r r e c t .  The e v i d e n c e  f o r  t h i s  i s  g i v e n  by a c o m p a r i s o n  o f  
t h e  e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  m a s s  t r a n s f e r  c o n s t a n t s  (K) w i t h  t h e  
c a l c u l a t e d  v a l u e  o f  D/d.
U s in g  an  a p p r o x i m a t e  v a l u e  o f  5x10“ ^ c m ^ / s e c  f o r  t h e  d i f f u s i o n  
c o e f f i c i e n t  o f  f l u o r e s c e i n ,  and  t h e  m em brane  t h i c k n e s s  o f  20  urn 
( r e p o r t e d  by t h e  m a n u f a c t u r e r ) ,  D/d e q u a l s  2 .5 x 1 0 “ ^ c m / s e c .  C o m p a r i s o n  
w i t h  t h e  d a t a  i n  T a b l e s  3 - 1  and  3 - 2  show t h a t  t h e  e x p e r i m e n t a l  K's a r e  
much s m a l l e r  t h a n  t h i s  v a l u e .
The r e a s o n s  f o r  t h i s  d i s a g r e e m e n t  l i e  i n  t h e  a s s u m p t i o n s  t h a t  w e re  
made c o n c e r n i n g  a n a l y t e  d e p l e t i o n  and m i x i n g  e f f i c i e n c y  i n  t h e  r e a g e n t
Table 3-2
D a t a  f o r  f l u o r e s c e i n  d i f f u s i o n  f r o m  s a m p l e  c h a n n e l  i n t o  r e a g e n t  p h a s e  i n  tw o  p h a s e  f l o w  c e l l .  
F low R a t e  D i f f u s i o n  R a t e  Re e x p t ' a l  K
0 .4  m L /m in 5 . 3 x l 0 - ^ m o l e s  s e c  ^ — 11 2 4.1x10 m o l e s / c m  s e c
—84 .1x10  cm s e c
1 . 2 5 x l 0 - 1 1 3 . 9 x l 0 " U 3 . 9 x l 0 " 8
4 . 5 4 . 7 x l 0 - 1 1 3 . 6 x l 0 - 1 1 3 . 6 x l 0 - 8  .
8 . 8 6 . I x l O - 1 1 4 . 7 x l 0 - 1 1 4 . 7 x l 0 - 8
0.1 M b o r a t e  b u f f e r ,  pH 9 ,  was  i n  t h e  r e a g e n t  c h a m b e r .  S t i r r e r  w as  on.  
S p e c t r a p o r e  6 m e m b r a n e ,  10 000 MWCO, 20 um t h i c k ,  was  u s e d  a s  i n t e r f a c e  m a t e r i a l .
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p h a s e .  I f  t h e s e  a s s u m p t i o n s  h o l d ,  t h e n  K=D/d. T h e r e  may a l s o  be 
i n a c c u r a c i e s  i n  t h e  r e p o r t e d  membrane  t h i c k n e s s .  I t  was a s s u m e d  t h a t  
t h e r e  was  no a n a l y t e  d e p l e t i o n  on  t h e  a n a l y t e  s i d e  o f  t h e  m em brane .
T h i s  i s  p r o b a b l y  n o t  s t r i c t l y  t r u e  b e c a u s e  w h i l e  a n a l y t e  i s  d i f f u s i n g  
i n t o  t h e  r e a g e n t  p h a s e ,  i t  i s  n o t  g e t t i n g  i m m e d i a t e l y  r e p l e n i s h e d  f rom  
t h e  b u l k  a n a l y t e  s o l u t i o n  b e c a u s e  t h e  s o l u t i o n  a t  t h e  m em brane  s u r f a c e  
i s  a l m o s t  s t a t i c  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  o f  l a m i n a r  f l o w .  T h e r e f o r e ,  
a n a l y t e  d e p l e t i o n  a t  t h e  m em brane  s u r f a c e  e x t e n d s  t h e  d i f f u s i o n  zone 
i n t o  t h e  a n a l y t e  p h a s e  s o m e w h a t .
P r o b a b l y  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  r e a s o n  f o r  d i s a g r e e m e n t  b e t w e e n  K and 
D/d i s  due t o  t h e  r e a g e n t  p h a s e  n o t  b e i n g  h o m o g e n e o u s l y  m ix e d .  B e c a u s e  
o f  t h e  l i m i t a t i o n s  on  c e l l  d e s i g n  im p o s e d  by p l u m b i n g  c o n s i d e r a t i o n s ,  
t h e r e  a r e  u n a v o i d a b l y  some p o c k e t s  o f  r e a g e n t  s o l u t i o n  t h a t  a r e  
e s s e n t i a l l y  u n s t i r r e d ,  a s  was m e n t i o n e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  s e c t i o n  of  
t h i s  c h a p t e r .  T h e s e  u n s t i r r e d  z o n e s  a r e  l o c a t e d  i n  t h e  s l o t s  and  h o l e s  
c u t  t h r o u g h  t h e  tw o  t o p  p i e c e s  o f  t h e  c e l l  t h a t  h o l d  t h e  membrane  
a g a i n s t  t h e  s p i r a l  c h a n n e l .  These  u n s t i r r e d  z o n e s  e f f e c t i v e l y  
i n c r e a s e  t h e  d i s t a n c e  o v e r  w h i c h  a n a l y t e  m u s t  d i f f u s e  r e s u l t i n g  i n  
a n  e f f e c t i v e  d t h a t  i s  much l a r g e r  t h a n  t h e  a c t u a l  m em brane  t h i c k n e s s .  
T h i s  i n c r e a s e  i n  d a p p a r e n t l y  a c c o u n t s  f o r  t h e  s m a l l  v a l u e s  o f  K 
o b s e r v e d .
A l t h o u g h  t h e  a s s u m p t i o n s  made t o  d e v e l o p  t h e  t h e o r y  do n o t  seem t o  
h o l d  s t r i c t l y  f o r  t h e  p r e s e n t  c e l l ,  t h e  t h e o r y  i s  u s e f u l  f o r  p r e d i c t i n g  
t h e  g e n e r a l  r e s p o n s e  c h a r a c t e r i s t i c s  and f o r  s u g g e s t i n g  ways  t o  im p r o v e  
t h e  d e s i g n .  The m o s t  i m p o r t a n t  c o n c l u s i o n  t o  be  d r a w n  i s  t h a t  
s u b s t a n t i a l l y  i m p r o v e d  p e r f o r m a n c e  s h o u l d  be p o s s i b l e  i f  a  c e l l  t h a t  
m i n i m i z e s  t h e  e f f e c t i v e  d i f f u s i o n  d i s t a n c e  c a n  be  d e s i g n e d .
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L u m i n o 1 - P e r o x i d a s e  S y s t em
The p u r p o s e  o f  t h e  n e x t  s e t  o f  e x p e r i m e n t s  was t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  
tw o  p h a s e  f l o w  c e l l  u s i n g  a CL r e a c t i o n  t h a t  h a s  e a s i l y  a d j u s t a b l e  
k i n e t i c s  and  p r e d i c t a b l e  c h a r a c t e r i s t i c s .  The r e a d e r  i s  r e f e r r e d  b a c k  
t o  C h a p t e r  1 f o r  a n  i n t r o d u c t i o n  t o  t h e  l u m i n o l  r e a c t i o n .  P e r o x i d a s e  
was u s e d  a s  t h e  c a t a l y s t  i n  t h e s e  s t u d i e s  b e c a u s e  i t  c a n  be i m m o b i l i z e d  
by e n t r a p m e n t  b e h i n d  t h e  m em brane  and  b e a u s e  i t  i s  e a s y  t o  c h a n g e  t h e  
k i n e t i c s  o f  t h e  CL r e a c t i o n  by c h a n g i n g  p e r o x i d a s e  c o n c e n t r a t i o n  o r  pH. 
T h i s  s y s t e m  i s  t h e r e f o r e  a n a l o g o u s  t o  t h e  b a c t e r i a l  and  f i r e f l y  BL 
r e a c t i o n s  w h i c h  w i l l  b e  i n v e s t i g a t e d  l a t e r ,  b u t  i s  m ore  e a s i l y  
m a n i p u l a t e d  and  r e q u i r e s  much l e s s  e x p e n s i v e  r e a g e n t s .
I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  a b o r a t e  b u f f e r  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  
p e r o x i d a s e  and  l u m i n o l  was u s e d  t o  f i l l  t h e  r e a g e n t  c o m p a r t m e n t  o f  t h e  
tw o  p h a s e  f l o w  c e l l .  S p e c t r a p o r e  6 d i a l y s i s  m em b ran e ,  10000 MWCO, 20um 
t h i c k ,  s e p a r a t e d  t h e  r e a g e n t  c o m p a r t m e n t  f r o m  t h e  s a m p l e  s p i r a l .  The 
s a m p l e  u s e d  f o r  t h e s e  e x p e r i m e n t s  was a  s o l u t i o n  o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  
and  l u m i n o l  b u f f e r e d  t o  t h e  same pH a s  t h e  r e a g e n t  s o l u t i o n .  B u f f e r  
c o n c e n t r a t i o n  and  l u m i n o l  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  s a m p l e s  and  b l a n k s  w e r e  
i d e n t i c a l  t o  t h o s e  i n  t h e  o r i g i n a l  r e a g e n t  s o l u t i o n  so  t h a t  t h e r e  w o u ld  
be  no e f f e c t s  due t o  l u m i n o l  d e p l e t i o n  i n  t h e  c e l l  o r  pH o r  i o n i c  
s t r e n g t h  g r a d i e n t s  b e t w e e n  t h e  s a m p l e  and  r e a g e n t  s i d e s  o f  t h e  m em brane .
The a p p a r a t u s  f o r  t h i s  s e t  o f  e x p e r i m e n t s  was q u i t e  s i m p l e .  A 
s i n g l e  c h a n n e l  o f  t h e  p e r i s t a l t i c  pump p r o v i d e d  t h e  f l o w .  A b u f f e r  
s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  l u m i n o l  was pumped t h r o u g h  t h e  s y s t e m  a s  a b l a n k  t o  
e s t a b l i s h  a  b a s e l i n e .  Once a s t e a d y  b a s e l i n e  h a d  b e e n  a c h i e v e d ,  t h e  
t u b i n g  t o  t h e  pump was s w i t c h e d  f ro m  t h e  b l a n k  s o l u t i o n  t o  t h e  s a m p l e  
s o l u t i o n  r e s e r v o i r .  T h i s  p r o c e s s  r e s u l t e d  i n  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  a
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s m a l l  a i r  b u b b l e  b e t w e e n  t h e  b l a n k  and  t h e  s a m p l e ,  w h i c h  p r e v e n t e d  them 
f r o m  m i x i n g .
The s a m p l e  s o l u t i o n  was pumped t h r o u g h  t h e  s y s t e m  u n t i l  a s t e a d y  
s t a t e  r e s p o n s e  was r e a c h e d .  R e t u r n  t o  t h e  b a s e l i n e  w as  a c h i e v e d  by 
s w i t c h i n g  b a c k  t o  t h e  b l a n k  s o l u t i o n .
I t  p r o v e d  t o  be m o re  e f f i c i e n t  t o  v a r y  t h e  k i n e t i c s  o f  l i g h t  
e m i s s i o n  by c h a n g i n g  p e r o x i d a s e  c o n c e n t r a t i o n  t h a n  by c h a n g i n g  pH, so 
m o s t  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  pH 9.0 u s i n g  d i f f e r e n t  p e r o x i d a s e  
c o n c e n t r a t i o n s .  I t  was v e r y  d i f f i c u l t  t o  g e t  a s t e a d y  b a s e l i n e  w i t h  
s o l u t i o n s  a t  pH 10;  t h e  b a s e l i n e s  w e r e  v e r y  n o i s y  and  e x h i b i t e d  a s t e a d y  
r i s e  i n  i n t e n s i t y  w i t h  t i m e .
The r e s p o n s e  o f  t h e  t w o  p h a s e  f l o w  s y s t e m  t o  r e a c t i o n s  w i t h  
d i f f e r e n t  k i n e t i c s  was  c o m p a r e d  t o  t h e  r e s p o n s e  o b s e r v e d  i n  a  s i n g l e  
p h a s e  e x p e r i m e n t  i n  w h i c h  s a m p l e  s o l u t i o n  was i n j e c t e d  d i r e c t l y  i n t o  a 
c u v e t t e  c o n t a i n i n g  r e a g e n t  s o l u t i o n .  An Aminco Chem-Glow p h o t o m e t e r  was 
u s e d  f o r  t h e  s i n g l e  p h a s e  e x p e r i m e n t s .
F a s t  k i n e t i c s .  F a s t  k i n e t i c s  w e r e  o b s e r v e d  a t  a p e r o x i d a s e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  1 mg/mL i n  a s o l u t i o n  b u f f e r e d  t o  pH 9 .0 .  The k i n e t i c s  
o f  t h e  r e a c t i o n  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  w e r e  v e r i f i e d  by i n j e c t i n g  10 uL 
o f  1 uM h y d r o g e n  p e r o x i d e  s o l u t i o n  v i a  s y r i n g e  i n t o  a c u v e t t e  c o n t a i n i n g  
100 uL o f  t h e  p e r o x i d a s e - l u m i n o l  r e a g e n t  s o l u t i o n .  The c u v e t t e  ha d  b e e n  
m o u n te d  i n  t h e  p h o t o m e t e r  b e f o r e  i n j e c t i o n ;  t h e  s y r i n g e  n e e d l e  was 
i n s e r t e d  t h r o u g h  a r u b b e r  s e p tu m .  I t  w as  a s su m e d  t h a t  t h e  f o r c e  o f  
i n j e c t i o n  w o u ld  be  s u f f i c i e n t  t o  i n s u r e  a d e q u a t e  m i x i n g ,  b u t  b e c a u s e  o f  
v a r i a t i o n s  i n  t h i s  i n j e c t i o n - i n d u c e d  m i x i n g ,  p r e c i s i o n  o f  r e p l i c a t e  
i n j e c t i o n s  was e x t r e m e l y  p o o r .  The p u r p o s e  o f  t h e  e x p e r i m e n t ,  h o w e v e r ,  
w as  t o  o b s e r v e  t h e  r a t e  o f  l i g h t  e m i s s i o n ,  and  t h e  d a t a  w e r e  s u f f i c i e n t
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f o r  t h i s  p u r p o s e .  W h i l e  m i x i n g  e f f e c t s  w o u l d  a f f e c t  t h e  o b s e r v e d  CL a s  
a  f u n c t i o n  o f  t i m e  ( i . e . ,  t h e  o b s e r v e d  r a t e ) ,  t h i s  d i d  n o t  seem t o  be a 
p r o b l e m  h e r e  s i n c e  t h e  n e c e s s a r y  k i n e t i c  i n f o r m a t i o n  was  u n a m b i g u o u s .
The r i s e  t o  maximum i n t e n s i t y  was e s s e n t i a l l y  i n s t a n t a n e o u s ,  
f o l l o w e d  by a  v e r y  r a p i d  r e t u r n  t o  t h e  b a s e l i n e .  The maximum i n t e n s i t y  
was r e a c h e d  l e s s  t h a n  1 s e c  a f t e r  i n j e c t i o n ;  r e t u r n  t o  t h e  b a s e l i n e  t o o k  
a n  a d d i t i o n a l  5 s e c  o r  s o .  A t y p i c a l  i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e  i s  shown i n  
F i g u r e  3 - 4 .  More a c c u r a t e  m e a s u r e m e n t  o f  r i s e  and  f a l l  t i m e s  was n o t  
p o s s i b l e  w i t h  t h e  i n s t r u m e n t s  u s e d ,  b u t  t h e  r e s u l t s  a r e  s u f f i c i e n t  t o  
c o n f i r m  t h a t  t h e  r e a c t i o n  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  i s  q u i t e  f a s t .
The r e s u l t s  o f  a  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  r e s p o n s e  
o f  t h e  tw o  p h a s e  f l o w  c e l l  t o  a f a s t  CL r e a c t i o n  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  
3 - 3 .  I n  a l l  c a s e s ,  1 mg/mL p e r o x i d a s e  and  1 mM l u m i n o l  i n  0.1 M b o r a t e ,  
pH 9,  was u s e d  a s  t h e  r e a g e n t  s o l u t i o n .  A 1 pM h y d r o g e n  p e r o x i d e  
s o l u t i o n  f l o w e d  i n  t h e  s a m p l e  s p i r a l  a t  t h e  f l o w  r a t e s  i n d i c a t e d  i n  
T a b l e  3 - 3 .  F i g u r e  3 - 5  show s  t y p i c a l  s t e a d y  s t a t e  r e s p o n s e  c u r v e s  f o r  
t h e  f l o w  c e l l  w i t h  t h e  f a s t  CL r e a c t i o n .
S e v e r a l  o b s e r v a t i o n s  c a n  be  made f ro m  t h e  r e s u l t s  i n  T a b l e  3 - 3 .  
W i t h  a s m a l l  a n a l y t e  l i k e  h y d r o g e n  p e r o x i d e  and a f a s t  CL r e a c t i o n ,  t h e  
r e s p o n s e  o f  t h e  f l o w  c e l l  i s  q u i t e  r a p i d ,  w i t h  90% r i s e  t i m e s  f o r  m o s t  
f l o w  r a t e s  o f  a b o u t  7 s e c .  T h i s  i s  a s i g n i f i c a n t  i m p r o v e m e n t  i n  
r e s p o n s e  t i m e  c o m p a r e d  w i t h  a  so m e w h a t  s i m i l a r  tw o  p h a s e  s y s t e m  
p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  (18 ,  85) .  The r i s e  t i m e  seems t o  be  i n d e p e n d e n t  o f  
f l o w  r a t e  f r o m  1 m L /m in  t o  10 m L /m in ,  b u t  a f l o w  r a t e  o f  0 .5  m L/m in  i s  
s u f f i c i e n t l y  s l o w  t o  c a u s e  a n  i n c r e a s e  i n  r e s p o n s e  t i m e .  T h i s  c o u l d  be 
due t o  a  d e p l e t i o n  o f  a n a l y t e  a t  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  m em brane  a s  a  r e s u l t  











F i g u r e  3 - 4 .  I n t e n s i t y - t i m e  r e s p o n s e  f o r  i n j e c t i o n  o f  H2 O2 i n t o  t h e
p h o t o m e t e r ,  w i t h  f a s t  k i n e t i c s  l u m i n o l - p e r o x i d a s e  s y s t e m .
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Table 3-3
R es p o n s e  c h a r a c t e r i s t i c s  f o r  f a s t  k i n e t i c s  lumino l-POD 
r e a c t i o n  i n  two p h a s e  f l o w  c e l l
Flow R a t e  Mean 90% R i s e  Time Mean SS I n t e n s i t y  Mean 90% F a l l  Time
0 .5 mL/min 1 2  s e c 34 mv 25
1 7 44 15
5 7 79 8















F i g u r e  3 - 5 .  S t e a d y  s t a t e  r e s p o n s e  f o r  10~ 6 M H2 0 2 i n  t h e  two  p h a s e  
f l o w  s y s t e m ,  u s i n g  f a s t  k i n e t i c s  l u m i n o l - p e r o x i d a s e  
r e a c t i o n .  Flow r a t e  = 5 mL/m in .
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f l u o r e s c e i n  e x p e r i m e n t s  b e c a u s e  t h o s e  e x p e r i m e n t s  d e a l t  w i t h  i n t e g r a t e d  
f l u x e s .
The s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t y  i n c r e a s e d  c o n s i d e r a b l y  a s  f l o w  r a t e  was 
i n c r e a s e d .  At  f i r s t  t h i s  i s  s u r p r i s i n g ,  s i n c e  t h e  r e s u l t s  i n  T a b l e  3 - 2  
show t h a t  a n a l y t e  d i f f u s i o n  r a t e  seems t o  be  c o n s t a n t  r e g a r d l e s s  o f  f l o w  
r a t e .  The f l u o r e s c e i n  r e s u l t s ,  h o w e v e r ,  do n o t  a c c o u n t  f o r  t h e  e f f e c t  
o f  a n a l y t e  c o n s u m p t i o n  i n  t h e  r e a g e n t  p h a s e ,  s i n c e  t h e  f l u o r e s c e i n  
c o n c e n t r a t i o n  w o u l d  b u i l d  up i n  t h e  c e l l  an d  t h u s  c h a n g e  t h e  r a t e  o f  
d i f f u s i o n  i n .  Hydrogen  p e r o x i d e ,  on t h e  o t h e r  h a n d ,  i s  consum ed  q u i t e  
r a p i d l y  i n  t h e  r e a g e n t  c e l l  and  c a n  n o t  b u i l d  up a s  t h e  f l u o r e s c e i n  d i d .  
The a b i l i t y  o f  t h e  h i g h e r  f l o w  r a t e s  t o  b r i n g  m ore  a n a l y t e  t o  t h e  p h a s e  
i n t e r f a c e  p e r  u n i t  t i m e  may a c c o u n t  f o r  t h e  i n c r e a s e d  i n t e n s i t i e s  a t  
h i g h e r  f l o w  r a t e s .
T h e r e  was some f l u c t u a t i o n  o f  t h e  b a s e l i n e  i n  a l l  t h e s e  
e x p e r i m e n t s .  As c a n  be  s e e n  i n  F i g u r e  3 - 5 ,  t h e  s lo w  c h a r t  s p e e d  c a u s e d  
t h e s e  f l u c t u a t i o n  t o  a p p e a r  a s  a  t h i c k  b a s e l i n e .  A v e ra g e  t h i c k n e s s  o f  
t h e  b a s e l i n e  ( i . e . ,  n o i s e  v a r i a t i o n )  was  a b o u t  2 .4  mv. The a v e r a g e  
n o i s e  l e v e l  a t  s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t y  l e v e l s  was a b o u t  3 .5  mv. A l l  
m e a s u r e m e n t s  o f  s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t i e s  w e r e  t a k e n  f ro m  t h e  t o p  o f  t h e  
t r a c i n g s ,  w h i c h  w e r e  r e l a t i v e l y  f l a t .  The n o i s e  f l u c t u a t i o n s  w e r e  a b o u t  
t h e  same w h e t h e r  t h e  p e r i s t a l t i c  pump o r  t h e  i n f u s i o n  pump was u s e d ,  
r u l i n g  o u t  p u l s e s  f r o m  t h e  p e r i s t a l t i c  pump a s  t h e  c a u s e  o f  t h e  
f l u c t u a t i o n .  The n o i s e  a p p a r e n t l y  came f r o m  f l u c t u a t i o n s  i n  b a c k g r o u n d  
e m i s s i o n  f r o m  t h e  CL r e a g e n t s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  p e r o x i d e  o r  f ro m  
d e t e c t o r  n o i s e .
Some s h o r t  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  e v a l u a t e  t h e  p e r f o r m a n c e  
o f  t h e  s y s t e m  i n  a f l o w  i n j e c t i o n  mode.  The Rheodyne i n j e c t i o n  v a l v e
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was  u s e d  t o  i n j e c t  a  200 jiL s l u g  o f  luM h y d r o g e n  p e r o x i d e  i n t o  t h e  
f l o w i n g  b u f f e r - l u m i n o l  b a c k g r o u n d  s t r e a m .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  FIA 
t e c h n i q u e  i s  u s e d  m e r e l y  t o  i n j e c t  t h e  s a m p l e  and  t r a n s p o r t  i t  t o  t h e  
r e a g e n t  c e l l .  T y p i c a l  i n t e n s i t y - t i m e  p l o t s  a r e  shown i n  F i g u r e  3 - 6 .  I n  
t h i s  e x p e r i m e n t ,  s t e a d y  s t a t e  i s  n e v e r  r e a c h e d ,  b u t  s i n c e  s a m p l e  s i z e  
and  d i s p e r s i o n  a r e  c o n t r o l l e d ,  t h e  p e a k  h e i g h t  o f  t h e  r e s u l t s  i s  q u i t e  
r e p r o d u c i b l e .  The i n t e n s i t y  f o r  t h e  200 jiL  s a m p l e s  was  a b o u t  h a l f  o f  
t h e  s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t y  a t  a g i v e n  f l o w  r a t e .  The r e s u l t s  o f  t h i s  
e x p e r i m e n t  a r e  c o l l e c t e d  i n  T a b l e  3 - 4 .  The f l o w  r a t e  o f  0 .5  m L /m in  i s  
t o o  s l o w  t o  be u s e f u l  f o r  i n j e c t i o n  a n a l y s i s .  T h e r e  was a  much  n o i s i e r  
b a s e l i n e ,  t h e  i n t e n s i t y  w as  much l o w e r ,  and  t h e  p e a k s  w e r e  e x c e s s i v e l y  
w i d e .  The b e s t  r e s u l t s  w e r e  o b s e r v e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  5 m L /m in ;  t h e  
p e a k s  w e r e  s y m m e t r i c a l ,  o f  r e l a t i v e l y  h i g h  i n t e n s i t y ,  and  o n l y  10  s e c  
w i d e  a t  t h e  b a s e .  These  e x p e r i m e n t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  two  p h a s e  f l o w  
c e l l  c o u l d  be  u s e f u l  f o r  a n a l y s e s  u s i n g  s m a l l  s a m p l e s  a t  r e l a t i v e l y  h i g h  
s a m p l i n g  r a t e s .  T h i s  w o u l d  r e d u c e  t h e  am o u n t  o f  s a m p l e  n e e d e d  
s i g n i f i c a n t l y  and  e l i m i n a t e  t h e  n e e d  f o r  r e a c h i n g  t h e  s t e a d y  s t a t e .
T h i s  a p p r o a c h  w o u l d  seem t o  be  m o s t  u s e f u l  f o r  r e a c t i o n s  t h a t  h a v e  f a s t  
k i n e t i c s .
S low  k i n e t i c s .  I n i t i a l l y ,  a t t e m p t s  w e r e  made t o  s lo w  down t h e  CL 
r e a c t i o n  by i n c r e a s i n g  t h e  pH w h i l e  k e e p i n g  p e r o x i d a s e  c o n c e n t r a t i o n  a t  
t h e  r e l a t i v e l y  h i g h  l e v e l  o f  1 m g /m l .  At pH 10,  t h e  r e a c t i o n  was s t i l l  
f a s t ,  and  i t  was v e r y  d i f f i c u l t  t o  g e t  a s t a b l e  b a s e l i n e  i n  t h e  f l o w  
s y s t e m .  P e r o x i d a s e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  0 .5  and  0.1 mg/mL w e r e  l i k e w i s e  
n o t  u s e f u l  i n  t h e  f l o w  s y s t e m  b e c a u s e  o f  e r r a t i c  and  n o i s y  b e h a v i o r .








F i g u r e  3 - 6 .  R e p l i c a t e  i n j e c t i o n s  o f  10” ® M H^02  i n t o  two  p h a s e  f l o w  
s y s t e m  o p e r a t e d  i n  a  f l o w  i n j e c t i o n  mode w i t h  f a s t  
k i n e t i c s  l u m i n o l - p e r o x i d a s e  s y s t e m .  S am ple  s l u g  s i z e  was 
200 j iL.  ( a )  f l o w  r a t e  = 1 m L / m i n ;  ( b )  f l o w  r a t e  =
4.5 m L / m i n .
Flow R a t e
Data  f o r  1 jiM H2 O2 u s i n g  
Mean Peak  I n t e n s i t y
T a b l e  3 - 4  
t h e  two p h a s e  f l o w  c e l l  i n  a 
S t e a d y  S t a t e  I n t e n s i t y
f l o w  i n j e c t i o n  mode. 
RSD, p e a k  i n t . mean w
0 . 5  mL/min 23 mv 34  mv 5% 80 s e c
1 25 54 7 50
5 42 79 2 . 2 10
Sample l o o p  volume was 200 j iL.
Note :  t h e  i n t e n s i t i e s  r e p o r t e d  i n  t h i s  t a b l e  c a n n o t  be  d i r e c t l y  com pared  t o  t h o s e  r e p o r t e d  i n  t a b l e  3 - 3 ,
b e c a u s e  d i f f e r e n t  b a t c h e s  o f  l u m i n o l  w e re  u s e d  i n  t h e  two  e x p e r i m e n t s  f r o m  w h i c h  t h e s e  d a t a  w e r e  
t a k e n .
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The CL r e a c t i o n  a t  pH 9.0 was  s l o w e d  by r e d u c i n g  t h e  p e r o x i d a s e  
c o n c e n t r a t i o n .  P e r o x i d a s e  a t  0 .001 mg/mL w i t h  1 mM l u m i n o l  i n  0.1 M 
b o r a t e  b u f f e r  was u s e d  f o r  t h e  s lo w  k i n e t i c s  e x p e r i m e n t s .
When 10 uM h y d r o g e n  p e r o x i d e  was  i n j e c t e d  i n t o  t h e  p h o t o m e t e r  v i a  
s y r i n g e ,  t h e r e  was  a  g r a d u a l  i n c r e a s e  i n  i n t e n s i t y ,  r i s i n g  t o  a  b r o a d  
maximum a b o u t  28 s e c  a f t e r  i n j e c t i o n .  The maximum was f o l l o w e d  by a 
v e r y  s lo w  d e c r e a s e  i n  i n t e n s i t y ,  r e t u r n i n g  t o  t h e  b a s e l i n e  a b o u t  9 m in  
a f t e r  i n j e c t i o n .  The g e n e r a l  s ha pe  o f  t h e  s l o w  k i n e t i c s  i n t e n s i t y - t i m e  
c u r v e  i s  shown i n  F i g u r e  3 - 7 .  The 90% r i s e  t i m e s  a v e r a g e d  a p p r o x i m a t e l y  
11  s e c .
As e x p e c t e d ,  t h e  tw o  p h a s e  f l o w  s y s t e m  e x h i b i t e d  s l o w e r  r e s p o n s e  
w i t h  t h e  s l o w e r  CL r e a c t i o n .  E x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  same 
m anne r  a s  w e r e  t h e  f a s t  k i n e t i c s  e x p e r i m e n t s ;  o n l y  t h e  p e r o x i d a s e  
c o n c e n t r a t i o n  and  p e r o x i d e  c o n c e n t r a t i o n  (10 jiM) w e r e  d i f f e r e n t .  The 
h i g h e r  p e r o x i d e  c o n c e n t r a t i o n  was n e e d e d  t o  o b t a i n  a d e q u a t e  i n t e n s i t y  on 
t h e  p h o t o m e t e r .  B e c a u s e  t h e  r e a c t i o n  was s l o w ,  e m i s s i o n  was much l o n g e r  
l i v e d ,  b u t  i n t e n s i t i e s  w e r e  c o n s i d e r a b l y  l o w e r .  R e s u l t s  f o r  t h e  s lo w  
k i n e t i c s  r e a c t i o n  i n  t h e  f l o w  s y s t e m  a r e  c o l l e c t e d  i n  T a b l e  3 - 5 .  A 
t y p i c a l  r e s p o n s e  c u r v e  i s  shown i n  F i g u r e  3 - 8 .
Only two  f l o w  r a t e s  w e r e  u s e d  f o r  t h i s  s e t  o f  e x p e r i m e n t s .  A f l o w  
r a t e  o f  0 .5  m L/m in  was j u d g e d  t o  be t o o  s lo w  t o  be  u s e f u l  f o r  t h e  s lo w  
CL r e a c t i o n ,  w h i l e  10 m L /m in  d i d  n o t  seem t o  o f f e r  any  a d v a n t a g e s  t o  
j u s t i f y  t h e  a d d e d  s o l u t i o n  r e q u i r e m e n t s  and  m ore  e r r a t i c  b e h a v i o r .
I t  c a n  be  s e e n  f r o m  T a b l e  3 - 5  t h a t  t h e  r e s p o n s e  o f  t h e  s y s t e m  was  
c o n s i d e r a b l y  s l o w e r  t h a n  i t  was f o r  t h e  f a s t e r  CL r e a c t i o n .  The 
i n t e n s i t i e s  o f  t h e  s t e a d y  s t a t e  s i g n a l s  i n  T a b l e s  3 - 3  an d  3 - 5  c a n  n o t  be  
com pa red  d i r e c t l y  b e c a u s e  d i f f e r e n t  p e r o x i d e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  u s e d .
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M-------------------- 4 MIN  ►!
F i g u r e  3 - 7 .  P h o t o m e t e r  i n j e c t i o n  o f  50 jiL o f  10” ^ M H2 O2 i n t o  200 jiL o f  
s l o w e r  k i n e t i c s  l u m i n o l - p e r o x i d a s e  r e a g e n t .
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Table 3-5
R e s u l t s  f o r  l u m i n o l - p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  w i t h  s lo w  k i n e t i c s  
( 0 . 0 0 1  mg/mL POD) i n  t h e  two p h a s e  f l o w  c e l l
Flow R a t e  Mean 90% R i s e  Time Mean I gg Mean 90% F a l l  Time
1 mL/min 4 m in
5 3 . 5
mean I gg = mean i n t e n s i t y  a t  s t e a d y  s t a t e
930 mv 3 . 7  min











F i g u r e  3 - 8 .  S t e a d y  s t a t e  r e s p o n s e  o f  10” ^ M H2 O2 i n  s l o w e r  k i n e t i c s
l u m i n o l - p e r o x i d a s e  r e a c t i o n  i n  tw o  p h s e  f l o w  s y s t e m .  F low 
r a t e  = 1 m L/m in .
/
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H ow ever ,  a  l a t e r  e x p e r i m e n t  i n  w h i c h  10 jiM p e r o x i d e  was u s e d  i n  t h e  f a s t  
CL s y s t e m  gave  a  s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t y  c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o b s e r v e d  f o r  
t h e  s l o w  CL s y s t e m  ( 1 . 0 6  v  f o r  f a s t  CL v s .  0 . 9 3  v f o r  s l o w  CL).
S t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t i e s  f o r  t h e  s l o w  CL s y s t e m  showed  a  much 
s m a l l e r  d e p e n d e n c e  on f l o w  r a t e  t h a n  d i d  t h o s e  f o r  t h e  f a s t  CL s y s t e m .  
The f a s t  CL r e s u l t s  showed a  m a r k e d  i n c r e a s e  i n  i n t e n s i t y  w i t h  
i n c r e a s i n g  f l o w  r a t e .  T h i s  p r o b a b l y  o c c u r s  b e c a u s e  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  
b r o a d e n e d  d i f f u s i o n  zone  a r e  l e s s  e x a g g e r a t e d  t h a n  t h e y  a r e  i n  t h e  c a s e  
o f  a  f a s t  a n a l y t i c a l  r e a c t i o n .  A n a l y t e  i s  consumed  l e s s  r a p i d l y  i n  a 
s l o w e r  r e a c t i o n ,  and  t h e r e f o r e  d e p l e t i o n  z o n e s  a r e  l e s s  l i k e l y  t o  
d e v e l o p  t o  t h e  p o i n t  w h e r e  t h e y  c a u s e  t h e  e f f e c t s  s e e n  i n  t h e  f a s t  CL 
c a s e s .  The k i n e t i c s  o f  t h e  r e a c t i o n  a r e  no l o n g e r  v e r y  much f a s t e r  t h a n  
t h e  r a t e  o f  a n a l y t e  m ass  t r a n s f e r  i n t o  t h e  r e a g e n t  p h a s e .
The f l o w  s y s t e m  seem ed  t o  b e h a v e  b e s t  a t  f l o w  r a t e s  o f  1 o r  5 
mL/m in .  At  s l o w e r  f l o w  r a t e s ,  t h e r e  w e r e  c o n s i d e r a b l e  p r o b l e m s  i n  
g e t t i n g  a  s t a b l e  b a s e l i n e .
E x p e r i m e n t s  w i t h  t h e  l u m i n o l - p e r o x i d a s e  r e a c t i o n s  c o n f i r m  t h a t  t h e  
tw o  p h a s e  f l o w  s y s t e m  was p e r f o r m i n g  m o re  o r  l e s s  a s  e x p e c t e d .  R e s u l t s  
f rom  s i n g l e  p h a s e  s a m p l e  i n j e c t i o n  e x p e r i m e n t s  c a n  be u s e d  t o  p r e d i c t  
t h e  r e s p o n s e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  f l o w  s y s t e m .  A f l o w  s y s t e m  c a n  be
u s e d  f o r  a n a l y s i s  much m o re  e a s i l y  and  r e l i a b l y  t h a n  c a n  a  p h o t o m e t e r
w i t h  s i n g l e  p h a s e  d i s c r e t e  s a m p l e  i n j e c t i o n  u s i n g  no f l o w  s y s t e m .  The 
p h o t o m e t e r  m e t h o d  s u f f e r s  f r o m  a s e v e r e  l a c k  o f  r e p r o d u c i b i l i t y  w h i l e  
t h e  f l o w  s y s t e m  o f f e r s  much b e t t e r  p r e c i s i o n  f o r  r e p l i c a t e s  a s  w e l l  a s
s i m p l e r  s a m p l e  h a n d l i n g  and  m ore  r a p i d  s a m p l i n g  r a t e s .
F i r e f l y  and B a c t e r i a l  BL 
Once t h e  two  p h a s e  f l o w  c e l l  was shown t o  p e r f o r m  s a t i s f a c t o r i l y ,
108
i f  som e w ha t  i n e f f i c i e n t l y ,  u s i n g  t h e  l u m i n o l - p e r o x i d a s e  c h e m i s t r y ,  w ork  
was u n d e r t a k e n  t o  e v a l u a t e  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  s y s t e m  u s i n g  t h e  more  
c o m p l i c a t e d  f i r e f l y  and b a c t e r i a l  BL r e a c t i o n s .  I t  was hoped t h a t  t h e  
f l o w  c e l l  w o u ld  be u s e f u l  f o r  a n a l y s e s  b a s e d  on  t h e s e  r e a c t i o n s ,  s i n c e  
t h e  c e l l  a l l o w s  e x p e n s i v e  enzym es  t o  b e  r e u s e d  w i t h o u t  t h e  d i f f i c u l t i e s  
a s s o c i a t e d  w i t h  c h e m i c a l  i m m o b i l i z a t i o n  p r o c e d u r e s .  The a d v a n t a g e s  of  
t h e  f l o w  c e l l  f o r  s a m p l e  h a n d l i n g  and  p r e c i s i o n  c o m p a red  t o  s i n g l e  
i n j e c t i o n  t e c h n i q u e s  h a v e  a l r e a d y  b e e n  c i t e d .  The s y s t e m  a l s o  o f f e r s  
t h e  a d v a n t a g e s  o f  h i g h e r  t h r o u g h p u t  and  m ore  r e p r o d u c i b l e  m i x i n g  when 
c o m p a r e d  t o  t h e  i m m o b i l i z e d  l u c i f e r a s e  t e c h n i q u e s  d e s c r i b e d  by DeLuca 
(11,  16,  17 ) .  I n  a d d i t i o n ,  i t  s h o u l d  be p o s s i b l e  t o  m a n i p u l a t e  t h e  
r e s p o n s e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  s y s t e m s  by u s i n g  a n a l y t e  d e g r a d i n g  
e nz ym e s ,  a l l o w i n g  t h e  a n a l y s t  t o  make t r a d e - o f f s  b e t w e e n  r e s p o n s e  t i m e  
and s i g n a l  i n t e n s i t y .
F i r e f l y  BL
I n t r o d u c t i o n .  A l i m i t e d  number  o f  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  
t h e  f i r e f l y  BL s y s t e m  t o  c o m p a r e  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  p r e s e n t  f l o w  
c e l l  t o  one d e s c r i b e d  e a r l i e r  by F r e e m a n  ( 8 5 ) ,  and  t o  s e e  w h e t h e r  i t  
c o u l d  be u s e f u l  f o r  ATP a n a l y s i s .
A l t h o u g h  t h e  f i r e f l y  r e a c t i o n  i s  one  o f  t h e  m o s t  e f f i c i e n t  CL 
r e a c t i o n s  known,  i t  i s  a l s o  k i n e t i c a l l y  s l o w ,  an  o b v i o u s  d i s a d v a n t a g e  i f  
t h e  r e a c t i o n  i s  t o  be u s e d  f o r  a n a l y t i c a l  p u r p o s e s  i n  t h e  f l o w  c e l l  
b e c a u s e  i t  w i l l  l e a d  t o  p o o r  r e s p o n s e  t i m e s .  T h i s  was t h e  c a s e  i n  t h e  
w ork  d e s c r i b e d  by F re em a n  (85)  i n  a tw o  p h a s e  c e l l  t h a t  d i d  n o t  o f f e r  
c o n v e c t i v e  m as s  t r a n s f e r  i n  t h e  r e a g e n t  p h a s e .
I t  i s  p o s s i b l e ,  h o w e v e r ,  t o  m o d i f y  t h e  o b s e r v e d  k i n e t i c s  o f  t h e  
f i r e f l y  r e a c t i o n  by a d d i n g  an  A T P-consum ing  enzyme s u c h  a s  a p y r a s e .
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A p y r a s e  w i l l  consume ATP f a i r l y  r a p i d l y ,  so  t h a t  any  ATP t h a t  does  n o t  
b i n d  t o  l u c i f e r a s e  q u i c k l y  w i l l  n o t  g e t  t o  t a k e  p a r t  i n  t h e  BL r e a c t i o n .  
I n  t h e  tw o  p h a s e  f l o w  c e l l ,  t h i s  means  t h a t  ATP c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  
r e a g e n t  p h a s e  w i l l  n o t  b u i l d  up t o  t h e  same e x t e n t .  R e s p o n s e  t i m e s  w i l l  
be  s h o r t e n e d ,  b u t  t h e  e m i s s i o n  i n t e n s i t y  w i l l  b e  r e d u c e d  b e c a u s e  l e s s  
ATP w i l l  be  a v a i l a b l e  t o  t h e  BL r e a c t i o n .  T h i s  b e h a v i o r  i s  p r e d i c t e d  by 
t h e  t h e o r y  d e v e l o p e d  e a r l i e r  i n  t h i s  c h a p t e r .
B e c a u s e  t h e  f i r e f l y  r e a c t i o n  was known t o  be  k i n e t i c a l l y  s l o w ,  a l l  
e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  i n  t h i s  s e c t i o n  em p lo y e d  r e a g e n t  s o l u t i o n s  t h a t  
c o n t a i n e d  a p y r a s e .  The p r o d u c t s  o f  t h e  a p y r a s e - c a t a l y z e d  r e a c t i o n  a r e  
ADP, AMP, and  p h o s p h a t e :
ATP ----- »  ADP + P ----- » AMP + 2P
E x p e r i m e n t a l .  Most  o f  t h e  c o n d i t i o n s  u s e d  i n  t h e  f i r e f l y  
e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  h e r e  w e r e  a d a p t e d  f r o m  p r e v i o u s  w ork  w i t h  a 
s i m i l a r ,  t h o u g h  l e s s  s o p h i s t i c a t e d ,  two  p h a s e  f l o w  c e l l  ( 85 ) .  No 
a t t e m p t  was made t o  d e f i n e  o p t im um  c o n d i t i o n s .  The m a i n  p u r p o s e s  o f  
t h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  t o  e v a l u a t e  t h e  new c e l l ' s  p e r f o r m a n c e  w i t h  t h e  
f i r e f l y  c h e m i s t r y  and t o  o b s e r v e  t h e  e f f e c t s  o f  a d j u s t i n g  r e a c t i o n  
k i n e t i c s  by a d d i n g  an  a n a l y t e  co n s u m in g  enzyme.
For  a l l  f i r e f l y  e x p e r i m e n t s ,  LUMIT-PM w i t h  a d d e d  M g(I I )  was u s e d  a s  
r e a g e n t .  One v i a l  o f  LUMIT was  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  5 mL o f  0 .025  M HEPES 
(N-2 -  h y d r o x y e t h y l p i p e r a z i n e  -  N' -  2 -  e t h a n e  s u l f o n i c  a c i d )  b u f f e r ,  
pH 7.5.  The HEPES b u f f e r  was made 0.01  M i n  M g ( I l ) .  P r e v i o u s  w o r k  (85)  
i n d i c a t e d  t h a t  ad d e d  M g ( I I )  a t  0.01 M im p r o v e d  s y s t e m  r e s p o n s e  t o  ATP. 
The 0.025  M HEPES b u f f e r  a t  pH 7.5 was  r ecom m ended  by LUMAC f o r  op t im u m  
p e r f o r m a n c e  o f  t h e  LUMIT-PM r e a g e n t .
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The LUMIT r e a g e n t  i s  h i g h l y  s p e c i f i c  f o r  ATP. I t  c o n t a i n s  low 
a m o u n t s  o f  e n d o g e n o u s  ATP, so t h a t  low  b l a n k  v a l u e s  a r e  e x p e c t e d .  LUMIT 
d o e s  n o t  c o n t a i n  c o n t a m i n a t i n g  enzym es  t h a t  c o u l d  consume ATP. 
R e c o n s t i t u t e d  LUMIT i s  e x p e c t e d  t o  show no s i g n i f i c a n t  l o s s  o f  a c t i v i t y  
f o r  a t  l e a s t  12 h o u r s  a t  2 0 °  C ( 8 7 ) .  C rude  f i r e f l y  e x t r a c t s  do n o t  
o f f e r  t h e  p u r i t y  and  s t a b i l i t y  a d v a n t a g e s  o f  LUMIT.
A 0 . 0 2 5  M HEPES b u f f e r ,  pH 7 . 5 ,  c o n t a i n i n g  0 . 0 1  M M g ( l l )  a n d  1 
mg/mL l u c i f e r i n  was  u s e d  a s  a b l a n k  s o l u t i o n  an d  a l s o  a s  d i l u e n t  f o r  
m a k in g  ATP s a m p l e  s o l u t i o n s .  M a g n e s i u m ( l l )  and l u c i f e r i n  w e r e  n e c e s s a r y  
i n  a l l  s o l u t i o n s  t o  p r e v e n t  d e p l e t i o n  o f  t h e s e  s p e c i e s  i n  t h e  r e a g e n t  
p h a s e ,  s i n c e  b o t h  c o u l d  d i f f u s e  o u t  t h r o u g h  t h e  m em brane .
The ATP e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  a  s i m i l a r  f a s h i o n  t o  t h e  
l u m i n o l - p e r o x i d a s e  e x p e r i m e n t s  d i s c u s s e d  e a r l i e r .  LUMIT r e a g e n t  was 
l o a d e d  i n t o  t h e  r e a g e n t  c o m p a r t m e n t  o f  t h e  c e l l ,  and  b l a n k  o r  s a m p l e  
s o l u t i o n s  w e r e  pumped t h r o u g h  t h e  s p i r a l  c h a n n e l  by t h e  p e r i s t a l t i c  
pump. S w i t c h i n g  f r o m  b l a n k  t o  s a m p l e  and v i c e - v e r s a  was a g a i n  
a c c o m p l i s h e d  by i n s e r t i n g  t h e  pump t u b i n g  i n t o  t h e  a p p r o p r i a t e  
r e s e r v o i r .  A i r  b u b b l e s  s e p a r a t e d  t h e  s a m p l e s  and  b l a n k s .  A f e w  t r i a l s  
i n  a f l o w  i n j e c t i o n  mode w e r e  r u n ,  u s i n g  s a m p l e  s l u g s  i n s e r t e d  i n t o  t h e  
f l o w i n g  b a c k g r o u n d  s t r e a m  by a m a n u a l l y  s w i t c h e d  Rheodyne v a l v e .  For  
c o m p a r i s o n ,  BL r e s p o n s e  w as  o b s e r v e d  f o r  s a m p l e s  i n j e c t e d  by s y r i n g e  
i n t o  a  r e a g e n t - f i l l e d  c u v e t t e  m o u n te d  i n  t h e  Aminco p h o t o m e t e r .
A l l  f i r e f l y  e x p e r i m e n t s  i n  t h e  f l o w  s y s t e m  w e r e  r u n  u s i n g  a  f l o w  
r a t e  o f  1 m L/m in .  T h i s  f l o w  r a t e  was c h o s e n  b e c a u s e  i t  g a v e  good 
r e s u l t s  w i t h  t h e  l u m i n o l - p e r o x i d a s e  s y s t e m  and  w o u l d  c o n s e r v e  r e a g e n t s  
w i t h o u t  s e v e r e  l o s s e s  i n  p e r f o r m a n c e .  B e cause  b o t h  b a c k g r o u n d  and  
s a m p l e  s o l u t i o n s  c o n t a i n e d  e x p e n s i v e  l u c i f e r i n ,  i t  was d e s i r a b l e  t o  k e e p
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s o l u t i o n  c o n s u m p t i o n  t o  a m in imum .  A l t h o u g h  no a t t e m p t s  w e r e  made t o  
d e f i n e  o p t im u m  f l o w  r a t e  f o r  t h e  f i r e f l y  s y s t e m ,  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  
l u m i n o l - p e r o x i d a s e  e x p e r i m e n t s  s u g g e s t  t h a t  1 m L /m in  i s  a  good 
c o m p r o m is e  i n  t e r m s  o f  . p e r f o r m a n c e  and  s a m p l e  c o n s u m p t i o n .
No t e m p e r a t u r e  c o n t r o l  was  u s e d ,  n o r  w as  t h e  e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e
on  r e s p o n s e  i n v e s t i g a t e d .  A l t h o u g h  t e m p e r a t u r e  v a r i a t i o n s  c o u l d  have  
some e f f e c t  on  t h e  r e s p o n s e  c h a r a c t e r i s i c s ,  i t  w o u ld  n o t  be e x p e c t e d  t o
be  a  l a r g e  e f f e c t .  The maximum r e a c t i o n  r a t e  f o r  LUMIT r e a g e n t  i s
o b s e r v e d  a t  room t e m p e r a t u r e ,  and  t h e r e  i s  no a p p r e c i a b l e  c h a n g e  i n  
r e a c t i o n  r a t e  b e t w e e n  16 and  24 d e g r e e s  C ( 8 7 ) ,  a l t h o u g h  t e m p e r a t u r e s  
ab o v e  3 0 °  C s h o u l d  be a v o i d e d .  L i k e w i s e ,  t h e  m ass  t r a n s f e r  r a t e s  w e r e  
n o t  e x p e c t e d  t o  v a r y  s i g n i f i c a n t l y  o v e r  t h e  r a n g e  o f  a m b i e n t  t m p e r a t u r e s  
e n c o u n t e r e d .
R e s u l t s  and  D i s c u s s i o n  
i .  mg/mL A p y r a s e  E x p e r i m e n t s
The f i r s t  s e t  o f  f i r e f l y  e x p e r i m e n t s  was r u n  u s i n g  LUMIT r e a g e n t  
c o n t a i n i n g  1 mg/mL o f  a d d e d  a p y r a s e .  The r e p o r t e d  a c t i v i t y  o f  t h e  
a p y r a s e  was a p p r o x i m a t e l y  0.42  u n i t s / m g  p r o t e i n  f o r  ATP.
The r e p r o d u c i b i l i t y  o f  r e s u l t s  f o r  i n j e c t i o n  o f  25 yL p o r t i o n s  o f  1 
uM ATP i n t o  100 jiL o f  LUMIT c o n t a i n i n g  1 mg/mL a p y r a s e  i n  t h e  p h o t o m e t e r  
was p o o r ,  b u t  t h e  f o l l o w i n g  o b s e r v a t i o n s  c a n  be made r e g a r d i n g  t h e  
k i n e t i c s  o f  t h i s  c h e m i c a l  s y s t e m :  t h e  o b s e r v e d  90% r i s e  t i m e s  a v e r a g e d  
a b o u t  5 s e c o n d s ,  a l t h o u g h  some r e p l i c a t e s  w e r e  much s l o w e r ,  and t h e  90% 
f a l l  t i m e s  w e r e  g e n e r a l l y  i n  t h e  3 t o  4 m i n u t e  r a n g e .  F i g u r e  3 - 9  shows  
t h e  g e n e r a l  s h a p e  o f  p h o t o m e t e r  i n j e c t i o n  i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e  f o r  t h e s e  





F i g u r e  3 - 9 .  P h o t o m e t e r  i n j e c t i o n  o f  25 jiL o f  10 ® M ATP i n t o  100 jiL o f  
LUMIT f i r e f l y  r e a g e n t  w i t h  1 mg/mL o f  a d d e d  a p y r a s e .
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T y p i c a l  r e s p o n s e  f r o m  t h e  two  p h a s e  f l o w  c e l l  i n  a s t e a d y  s t a t e  
m e a s u r e m e n t  mode i s  shown i n  F i g u r e  3 - 1 0 .  The b a s e l i n e  was  v e r y  s t a b l e ,  
and  b a c k g r o u n d  e m i s s i o n  was low .  The 90% r i s e  t i m e s  t o  t h e  s t e a d y  s t a t e  
a v e r a g e d  a p p r o x i m a t e l y  1.5 m i n u t e s ,  w h i l e  t h e  90% f a l l  t i m e s  w e r e  c l o s e r  
t o  1.8 m i n u t e s .  T h i s  i s  c o n s i d e r a b l y  b e t t e r  t h a n  t h e  4 m i n u t e  90% r i s e  
t i m e s  r e p o r t e d  f o r  F r e e m a n ' s  tw o  p h a s e  c e l l  ( 8 5 ) .  The r e s u l t s  a r e  
s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  3 - 6 .
The s y s t e m  showed good s e n s i t i v i t y  t o  ATP. Most e x p e r i m e n t s  
c o n c e r n e d  w i t h  r e s p o n s e  t i m e s  w e r e  done w i t h  1 _jiM ATP. A l t h o u g h  i t  
was n o t  i n v e s t i g a t e d  i n  d e t a i l ,  t h e r e  was no e v i d e n c e  t h a t  r e s p o n s e  
t i m e  was d e p e n d e n t  on ATP c o n c e n t r a t i o n  o v e r  t h e  r a n g e  0.01 jaM t o  1 jiM. 
Based  on l i m i t e d  e x p e r i m e n t a t i o n ,  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  s t e a d y  s t a t e  
i n t e n s i t y  and  ATP c o n c e n t r a t i o n  seem ed  t o  be l i n e a r  b e t w e e n  0.01 ^iM 
and 1 jiM. The d e t e c t i o n  l i m i t  f o r  ATP i s  e s t i m a t e d  be s l i g h t l y  b e lo w  
10 nM.
The s t e a d y  s t a t e  s i g n a l  was v e r y  s t a b l e  f o r  any g i v e n  e x p e r i m e n t a l  
t r i a l .  The s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t y  f o r  a 1 jiM ATP s o l u t i o n  was o b s e r v e d  
t o  r e m a i n  u n c h a n g e d  f o r  a s  l o n g  a s  14 m i n u t e s ,  t h e  l o n g e s t  p e r i o d  
i n v e s t i g a t e d .  T h e r e  was  a  n o t i c e a b l e  l o s s  o f  i n t e n s i t y ,  h o w e v e r ,  f rom  
one r e p l i c a t e  s a m p l e  t o  t h e  n e x t .  T h i s  e f f e c t  i s  i l l u s t r a t e d  by t h e  
d a t a  i n  T a b l e  3 - 7  and  F i g u r e  3 - 1 1 .  I n  some e x p e r i m e n t s  t h e  l o s s e s  
b e t w e e n  c o n s e c u t i v e  t r i a l s  w e r e  as  h i g h  a s  15%.
T h i s  l o s s  o f  i n t e n s i t y  was p u z z l i n g ,  s i n c e  t h e  s t e a d y  s t a t e  
i n t e n s i t y  f o r  any g i v e n  t r i a l  was q u i t e  s t a b l e .  Some p o s s i b l e  
e x p l a n a t i o n s  f o r  t h i s  b e h a v i o r  w i l l  be c o n s i d e r e d  f o l l o w i n g  a d i s c u s s i o n  
o f  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  d i f f e r e n t  a p y r a s e  c o n c e n t r a t i o n s  w e re  u s e d .
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F i g u r e  3 - 1 0 .  S t e a d y  s t a t e  r e s p o n s e  o f  1.6 x 10“ ^ M ATP i n  two  p h a s e
f l o w  s y s t e m .  LUMIT r e a g e n t  i n  t h e  r e a g e n t  c e l l  c o n t a i n e d  
1 mg/mL a d d e d  a p y r a s e .  Flow r a t e  =1 mL/min .
Table 3-6
P e r f o r m a n c e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  two p h a s e  f l o w  s y s t e m  u s i n g  t h e  f i r e f l y  r e a c t i o n .  
A l s o  shown a r e  r e s u l t s  f rom p h o t o m e t e r  i n j e c t i o n  e x p e r i m e n t s .
A pprox im a te
[ a p y r a s e ]  i n  P h o t o m e t e r  R e s u l t s  2 P h a s e  Flow Sys tem  D e t e c t i o n  L i m i t
Lumit  R e a g e n t  90% R i s e  Time 90% F a l l  Time 90% R i s e  Time 90% F a l l  Time *s s * i-n Flow System
1 mg/mL 5 s e c  3 - 4  min  90 s e c  .110 s e c  500 mv 0 . 0 1  jiM
10 mg/mL 1 s e c  16 s e c  40 s e c  50 s e c  50 mv 0 . 1  jiM
* s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t i e s  compared  a r e  a p p r o x i m a t e  a v e r a g e s  f o r  r e p l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n s  u s i n g  1 jiM 
ATP i n  t h e  two p h a s e  f l o w  s y s t e m
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T h i s  t a b l e  shows t h e  p e r c e n t  d e c r e a s e  i n  t h e  s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t y  f o r  




% D e c r e a s e  i n  I  From 
T r i a l  #  T r i a l  n - 1  t o  T r i a l  n
1
2 - 7 . 8
3 - 5 . 4
4 - 4 . 9
5 - 3 . 8
6 - 4 . 0
7 - 1 . 8
8 - 1 . 9
9 - 1 . 9
10 - 2 . 9
TIME
F i g u r e  3 - 1 1 .  S t e a d y  s t a t e  r e s p o n s e  f o r  r e p l i c a t e s  o f  10"^ M ATP i n  two 
p h a s e  f l o w  s y s t e m  w i t h  1 mg/mL a p y r a s e .  No te  t h e  d e c r e a s e  
i n  I „ s f ro m  one  r e p l i c a t e  t o  t h e  n e x t .  Flow r a t e  =
1 mL/min .
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10 mg/mL A p y r a s e  E x p e r i m e n t s
The u s e  o f  a  LUMIT r e a g e n t  w i t h  10 mg/mL o f  a d d e d  a p y r a s e  r e s u l t e d  
i n  a  r a p i d  r e a c t i o n  t h a t  e x h i b i t e d  90% r i s e  t i m e s  i n  t h e  p h o t o m e t e r  t h a t  
w e r e  t y p i c a l l y  l e s s  t h a n  1 s e c o n d .  The f a l l  t i m e s  w e r e  u s u a l l y  15 
s e c o n d s  o r  l e s s .  T h e s e  v a l u e s  c a n  be  c o m p a r e d  t o  t h o s e  o f  t h e  p r e v i o u s  
e x p e r i m e n t s  i n  T a b l e  3 - 6 .  F i g u r e  3 - 1 2  shows t h e  s h a p e  o f  a t y p i c a l  
i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e .  The s h o r t  f a l l  t i m e s  c o n f i r m  t h a t  any ATP t h a t  
does  n o t  b i n d  q u i c k l y  t o  l u c i f e r a s e  i s  consum ed  by a p y r a s e ,  t h u s  
r e d u c i n g  t h e  am oun t  o f  ATP a v a i l a b l e  t o  t h e  BL r e a c t i o n .  T h i s  r e d u c e s  
t h e  o v e r a l l  l i g h t  o u t p u t  f o r  a  g i v e n  am oun t  o f  i n j e c t e d  ATP, w h i l e  
c o n c u r r e n t l y  i n c e a s i n g  t h e  o b s e r v e d  r a t e .
I n  t h e  f l o w  s y s t e m ,  t h e  a d d i t i o n  o f  10 j ig /m L  o f  a p y r a s e  t o  t h e  
LUMIT r e a g e n t  c u t  t h e  r e s p o n s e  t i m e  r o u g h l y  i n  h a l f  c o m p a red  t o  t h e  1 
mg/mL c a s e ,  b u t  t h e  s e n s i t i v i t y  t o  ATP s u f f e r e d ,  as  e x p e c t e d .  A t y p i c a l  
i n t e n s i t y - t i m e  c u r v e  f o r  s t e a d y  s t a t e  m e a s u r e m e n t  o f  ATP i s  shown i n  
F i g u r e  3 - 1 3 .  The 90% r i s e  t i m e s  a v e r a g e d  a p p r o x i m a t e l y  40 s e c o n d s ;  t h e  
90% f a l l  t i m e s  w e r e  t y p i c a l l y  a b o u t  50 s e c o n d s  ( s e e  T a b l e  3 - 6 ) .
The s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t i e s  o b s e r v e d  w i t h  t h e  10 ug/mL a p y r a s e  
r e a g e n t  f o r  1 j i M ATP w e r e  a b o u t  t e n  t i m e s  l o w e r  t h a n  t h o s e  s e e n  i n  t h e  1 
j ig /m L a p y r a s e  c a s e .  T h i s  r e d u c t i o n  i n  s i g n a l  i n t e n s i t y  i s  p r e d i c t e d  by 
t h e  t h e o r y ,  w h i c h  s t a t e s  t h a t  a s  ( r a t e  c o n s t a n t  o f  CL r e a c t i o n )  i s  
i n c r e a s e d ,  ( c o n c e n t r a t i o n  o f  a n a l y t e  i n  r e a g e n t  p h a s e )  w i l l  d e c r e a s e .  
T a b l e  3 - 6  c l e a r l y  shows t h e  t r a d e o f f  b e t w e e n  r e s p o n s e  t i m e  and  s t e a d y  
s t a t e  i n t e n s i t y .
B e cause  o f  t h e  i n c r e a s e d  c o n s u m p t i o n  o f  ATP by a p y r a s e  i n  t h e  10 
mg/mL r e a g e n t ,  t h e  s i g n a l  i n t e n s i t y  s u f f e r e d  t o  t h e  p o i n t  t h a t  t h e  




• n f  i n " 6 M ATP u s in g  LUMIT r e a g e n t  
i  19 P h o to m ete r  i n j e c t i o n  o f  10 _Figure 3 - 1 2 .  ^  ^ i e i  a p y r a s e .
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F i g u r e  3 - 1 3 .  S t e a d y  s t a t e  r e s p o n s e  o f  f i r e f l y  s y s t e m  i n  two  p h a s e  f l o w  
s y s t e m  w i t h  10 mg/mL a d d e d  a p y r a s e .  Flow r a t e  = 1 mL/min .
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ATP. T h i s  l i m i t  was  i m p o s e d  by b a c k g r o u n d  and  d e t e c t o r  n o i s e  t h a t  made 
i t  d i f f i c u l t  t o  r e s o l v e  t h e  w e a k e r  ATP s i g n a l s .  I t  s h o u l d  be  n o t e d  t h a t  
i t  w as  d i f f i c u l t  t o  r e p o r t  a  t r u e  mean s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t y  f o r  e i t h e r  
a p y r a s e  l e v e l  b e c a u s e  o f  t h e  d e c r e a s e s  i n  i n t e n s i t y  f ro m  one  r e p l i c a t e  
t r i a l  t o  t h e  n e x t .
The l o s s  o f  s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t y  w i t h  c o n s e c u t i v e  t r i a l s  was a 
p r o b l e m  w i t h  t h e  10 mg/mL a p y r a s e  r e a g e n t .  The m a g n i t u d e  o f  t h e  l o s s ,  
a s  a  p e r c e n t ,  seem ed  t o  be  s l i g h t l y  g r e a t e r  a t  t h i s  h i g h e r  a p y r a s e  l e v e l  
( a p p r o x .  3-4% v s .  2% f o r  1 mg/mL),  a l t h o u g h  t h i s  was  n o t  i n v e s t i g a t e d  
t h o r o u g h l y .
F lo w  I n j e c t i o n  E x p e r i m e n t s
A s h o r t  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  was p e r f o r m e d  i n  a f l o w  i n j e c t i o n  
mode s i m i l a r  t o  t h a t  d e s c r i b e d  f o r  t h e  l u m i n o l - p e r o x i d a s e  s y s t e m .  The 
A T P - c o n t a i n i n g  s a m p l e  s o l u t i o n  was  i n j e c t e d  i n t o  t h e  f l o w i n g  s t r e a m  of  
b a c k g r o u n d  s o l u t i o n  ( c o n t a i n i n g  b u f f e r ,  M g(I I )  and  l u c i f e r i n ) .  B e c a u s e  
t h e  a n a l y t i c a l  r e a c t i o n  i n  t h i s  c a s e  was s l o w e r  t h a n  t h e  l u m i n o l -  
p e r o x i d a s e  r e a c t i o n ,  and  b e c a u s e  some a n a l y t e  was consumed  by t h e  
d e g r a d i n g  r e a c t i o n ,  a l a r g e r  s a m p l e  s i z e  was n e c e s s a r y  i n  o r d e r  t o  
o b t a i n  a n  a d e q u a t e  s i g n a l .  The 1.0 mL s a m p l e  l o o p  was m a n u a l l y  a c t u a t e d .
P eaks  o b t a i n e d  i n  t h e  f l o w  i n j e c t i o n  e x p e r i m e n t s  w e r e  r e a s o n a b l y  
sm o o th  and  s l i g h t l y  t a i l e d ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e s  3 - 1 4  and  3 - 1 5 .  
R e p r e s e n t a t i v e  d a t a  a r e  c o l l e c t e d  i n  T a b l e  3 - 8 .  O b v i o u s l y ,  t h e  f a s t e r  
a n a l y t i c a l  r e a c t i o n  g i v e s  a f a s t e r  r i s e  t o  t h e  p e a k  maximum, b u t  t h e  
m o s t  n o t i c a b l e  d i f f e r e n c e  i s  i n  t h e  p e a k  w i d t h  a t  t h e  b a s e ,  o r  t h e  t i m e  
r e q u i r e d  f o r  p a s s a g e  o f  t h e  e n t i r e  p e a k  w h i c h  w i l l  u l t i m a t e l y  d e t e r m i n e  




Figure 3-14. R e p l i c a t e  i n j e c t i o n s  o f  10“ ^ M ATP i n t o  t w o  p h a s e  f l o w  
s y s t e m  o p e r a t e d  i n  a  f l o w  i n j e c t i o n  m ode .  R e a g e n t  
c o n t a i n e d  1 mg/mL a p y r a s e .  S a m p le  s l u g  s i z e  w as  1.0 mL. 




Figure 3-15. R e p l i c a t e  i n j e c t i o n s  o f  10“ ^ M ATP i n t o  two  p h a s e  f l o w  
s y s t e m  o p e r a t e d  i n  f l o w  i n j e c t i o n  mode.  R e a g e n t  c o n t a i n e d  
10 mg/ml a p y r a s e .  Sample s i z e  was 1 . 0  mL. Flow r a t e  =
1 mL/min.
Table 3-8
P e r f o r m a n c e  o f  f i r e f l y  r e a c t i o n  i n  two  p h a s e  f l o w  s y s t e m  o p e r a t i n g  i n  
a f l o w  i n j e c t i o n  mode, w i t h  d i f f e r e n t  a p y r a s e  l e v e l s
[ a p y r a s e ]  i n  Mean Time t o  Reach Mean Peak  Sam pling
Lumit  R eagen t  Peak  Maximum Mean w^ . Mean w^ H e i g h t  R a te
1 mg/mL 66  s e c  84 s e c  4 . 0  min  375 mv 15 sam ples  hr~^
10 mg/mL 52 s e c  64 se c  2 . 6  min  47 mv 24 s a m p le s  h r  *
Data  a r e  f o r  1 _pM ATP s a m p l e s .  Volume of  t h e  sample  lo o p  was 1 .0  mL. Flow r a t e  was 1 mL/min.  
wi, = peak  w i d t h  a t  h a l f - h e i g h t ;  w^ = peak  w i d t h  a t  t h e  b a s e .
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t h e  10 mg/mL a p y r a s e  r e a g e n t .  T h e r e  i s  a  t r a d e o f f ,  h o w e v e r ,  b e c a u s e  t h e  
1 mg/mL a p y r a s e  r e a g e n t  i s  c o n s i d e r a b l y  m o re  s e n s i t i v e  t o  ATP.
I t  was  m e n t i o n e d  a b o v e  t h a t  t h e  f a s t e r  r e a c t i o n  e x h i b i t e d  
- i n t e n s i t i e s  r o u g h l y  t e n  t i m e s  l o w e r  t h a n  t h o s e  o f  t h e  s l o w e r  r e a c t i o n .  
The d i f f e r e n c e  i n  i n t e n s i t y  i s  n o t  a s  p r o n o u n c e d  i n  t h e  f l o w  i n j e c t i o n  
mode b e c a u s e  t h e  f l o w  i n j e c t i o n  e x p e r i m e n t  doe s  n o t  r e a c h  s t e a d y  s t a t e .  
B e c a u s e  t h e  tw o  r e a c t i o n s  p r o c e e d  a t  d i f f e r e n t  r a t e s ,  t h e y  r e a c h  a 
d i f f e r e n t  p e r c e n t a g e  o f  t h e  s t e a d y  s t a t e  w i t h  any  g i v e n  am o u n t  o f  s a m p l e  
s o l u t i o n .  Thus ,  t h e  10 mg/mL a p y r a s e  s y s t e m ,  b e i n g  f a s t e r ,  g e t s  c l o s e r  
t o  i t s  s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t y  t h a n  does  t h e  s l o w e r  r e a c t i o n .
The f l o w  i n j e c t i o n  e x p e r i m e n t s  showed  a  s i g n a l  l o s s  f ro m  one  
i n j e c t i o n  t o  t h e  n e x t ,  s i m i l a r  t o  t h a t  s e e n  i n  t h e  s t e a d y  s t a t e  
e x p e r i m e n t s .  T h i s  f a c t  t e n d s  t o  r u l e  o u t  t h e  a i r  b u b b l e s  p r e s e n t  
b e t w e e n  a l l  s t e a d y  s t a t e  r e p l i c a t e s  as. t h e  c a u s e  o f  t h e  d e c r e a s e ,  s i n c e  
t h e r e  w e r e  no a i r  b u b b l e s  i n  t h e  f l o w  s y s t e m  d u r i n g  t h e  f l o w  i n j e c t i o n  
e x p e r i m e n t s .
D i s c u s s i o n
R e a s o n s  f o r  t h e  s i g n a l  d e c a y  o b s e r v e d  w i t h  c o n s e c u t i v e  t r i a l s  a r e  
n o t  c l e a r l y  u n d e r s t o o d .  D e c o m p o s i t i o n  o f  ATP i n  s a m p l e  s o l u t i o n s  was  
r u l e d  o u t  a s  a c a u s e  by a  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  f r e s h  1 jiM ATP 
s t a n d a r d s  w e r e  made p e r i o d i c a l l y  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  a n  e x p e r i m e n t a l  
r u n  by d i l u t i o n  o f  a  r e f r i g e r a t e d  0 .1  mM s t o c k  s o l u t i o n  p r e p a r e d  f rom  
s o l i d  ATP i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  t h e  s t a r t  o f  t h e  a c t u a l  f l o w  s y s t e m  
e x p e r i m e n t s .  Age o f  t h e  ATP s a m p l e  s o l u t i o n  seem ed  t o  h a v e  no e f f e c t  on 
t h e  s i g n a l .
A l t h o u g h  i t  h a s  n o t  b e e n  c o n f i r m e d  by d e t a i l e d  e x p e r i m e n t a t i o n ,  i t  
i s  s u s p e c t e d  t h a t  s i g n a l  d e c a y  i s  t h e  r e s u l t  o f  t h r e e  f a c t o r s :  t h e r m a l
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d e n a t u r a t i o n  o f  r e a g e n t s ,  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  a p y r a s e  and  t h e  f i r e f l y  
r e a g e n t s ,  and  m e c h a n i c a l  d e n a t u r a t i o n .  B e cause  o f  t h e  p r o x i m i t y  o f  t h e  
c e l l  t o  t h e  PMT and  t h e  l a c k  o f  a i r  c i r c u l a t i o n  a r o u n d  t h e  c e l l ,  t h e  
c e l l  a s s e m b l y  c a n  become r a t h e r  warm a f t e r  e x t e n d e d  u s e  A l t h o u g h  LUMIT 
s h o u l d  be  s t a b l e  up t o  3 0°  C, t h e  t e m p e r a t u r e  i n  t h e  c e l l  may become 
warm enough  t h a t  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  o f  l u c i f e r a s e  does  become a 
f a c t o r .  The i n c r e a s e  i n  s i g n a l  l o s s  a t  h i g h e r  a p y r a s e  l e v e l s  c o u l d  be 
an  i n d i c a t i o n  o f  some i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  a p y r a s e  and  l u c i f e r a s e  t h a t  
somehow r e d u c e s  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  l u c i f e r a s e .  P e r h a p s  t h e r e  w e r e  some 
p r o t e o l y t i c  enzym es  o r  o t h e r  i n t e r f e r i n g  i m p u r i t i e s  i n  t h e  a p y r a s e  
p r e p a r a t i o n .  F i n a l l y ,  p a r t  o f  t h e  p r o b l e m  c o u l d  be c a u s e d  s i m p l y  by 
m e c h a n i c a l  d e n a t u r a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n s  b e c a u s e  o f  t h e  a c t i o n  o f  t h e  
s t i r r i n g  b a r  i n  t h e  c e l l .
B u i l d u p  o f  r e a c t i o n  p r o d u c t s  i n  t h e  c e l l  s h o u l d  n o t  be a  p r o b l e m  
s i n c e  t h e y  a r e  f r e e  t o  d i f f u s e  o u t  u n d e r  a c o n c e n t r a t i o n  g r a d i e n t .  
F u r t h e r m o r e ,  t h e  s t e a d y  s t a t e ,  o n c e  e s t a b l i s h e d  f o r  a g i v e n  t r i a l ,  was 
s e e n  t o  be s t a b l e  f o r  a t  l e a s t  14 m i n u t e s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  p r o d u c t  
i n h i b i t i o n  i s  n o t  l i k e l y  t o  be a  c a u s e  o f  d e c a y .
The l i m i t e d  i n v e s t i g a t i o n s  i n t o  b e h a v i o r  o f  t h e  two  p h a s e  c e l l  w i t h  
t h e  f i r e f l y  r e a c t i o n  p r o v i d e d  c o n s i d e r a b l e  i n f o r m a t i o n .  The p u r p o s e  o f  
t h e  e x p e r i m e n t s  was n o t  t o  o p t i m i z e  an  a n a l y t i c a l  s y s t e m  f o r  ATP, b u t  t o  
o b s e r v e  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  c e l l  w i t h  t h e  c o m p l i c a t e d  c h e m i s t r y  o f  
t h e  f i r e f l y  r e a c t i o n  w i t h  k i n e t i c s  m o d i f i e d  by a p y r a s e .  The f l o w  c e l l  
p e r f o r m e d  a s  p r e d i c t e d  by t h e o r y .  I t  was a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  
a d d i t i o n  o f  a n  a n a l y t e - c o n s u m i n g  enzyme c o u l d  e f f e c t i v e l y  s p e e d  up s l o w  
a n a l y t i c a l  r e a c t i o n s ,  a l t h o u g h  t h e r e  i s  a t r a d e o f f  b e t w e e n  r e s p o n s e  t i m e  
and  s e n s i t i v i t y .  The c e l l  doe s  r e p r e s e n t  a c o n s i d e r a b l e  i m p r o v e m e n t
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o v e r  e a r l i e r  d e s i g n s  o f  F r e e m a n  (85)  and  u s e  o f  h i g h l y  p u r i f i e d  LUMIT 
r e a g e n t  makes  t h e  s y s t e m  e a s i e r  t o  w o r k  w i t h  and  l e s s  n o i s y .  D e t e c t i o n  
l i m i t s  and  l i n e a r i t y ,  a t  l e a s t  f o r  t h e  r e a g e n t  c o n t a i n i n g  1 mg/mL 
a p y r a s e ,  a r e  good ,  i n d i c a t i n g  p o t e n t i a l  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  an  
a n a l y t i c a l  s y s t e m  f o r  ATP b a s e d  on  t h i s  a p p r o a c h .
The f i r e f l y  r e a c t i o n  i s  som ew hat  s l o w  f o r  a  f l o w  i n j e c t i o n  a p p r o a c h  
w i t h  t h i s  c e l l .  L a r g e  s a m p l e s  a r e  r e q u i r e d  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  a d e q u a t e  
i n t e n s i t y ,  b u t  t h e  f l o w  i n j e c t i o n  a p p r o a c h  does  show p r o m i s e  a s  a 
f e a s i b l e  a l t e r n a t i v e  t o  s t e a d y  s t a t e  m e a s u r e m e n t  i f  t h e  s y s t e m  w e r e  t o  
be  d e v e l o p e d  s p e c i f i c a l l y  f o r  t h a t  p u r p o s e .  S m a l l e r  s a m p l e  s i z e s  w o u ld  
r e s u l t  i n  n a r r o w e r  p e a k s ,  b u t  a l s o  l o w e r  maximum i n t e n s i t i e s ,  so a 
c o m p r o m is e  i n  t h e s e  t e r m s  w o u ld  h a v e  t o  be  made.  The e f f e c t  o f  v a r y i n g  
f l o w  r a t e  was n o t  i n v e s t i g a t e d ,  b u t  c o u l d  be  a u s e f u l  p a r a m e t e r  t o  
m a n i p u l a t e .
The tw o  p h a s e  f l o w  c e l l  a p p e a r s  t o  h o l d  p r o m i s e  a s  a u s e f u l  
a p p r o a c h  t o  a u t o m a t e d  ATP a n a l y s e s .  E s p e c i a l l y  i m p o r t a n t  a r e  
r e p r o d u c i b l e ,  m as s  t r a n s f e r  c o n t r o l l e d  m i x i n g  and  t h e  r e u s e  o f  e x p e n s i v e  
e n z y m e s .  T h i s  a p p r o a c h  se em s  p r e f e r a b l e ,  f o r  e x a m p l e ,  t o  t h e  g l a s s  r o d -  
bound enzyme s y s t e m  o f  DeLuca ( 1 1 ) ,  e s p e c i a l l y  i n  t e r m s  o f  s a m p l e  
h a n d l i n g  and  p r e c i s i o n .  The b i g g e s t  p r o b l e m  w i t h  t h e  f l o w  c e l l  m e th o d  
i s  s i g n a l  d e c a y  f r o m  s a m p l e  t o  s a m p l e .  T h i s  p r o b l e m  n e e d s  t o  be  s o l v e d  
b e f o r e  t h e  s y s t e m  c a n  be  u s e f u l  f o r  ATP a n a l y s i s .
Ba c t e r i a l  BL
The f i n a l  e x p e r i m e n t s  w i t h  t h e  tw o  p h a s e  f l o w  c e l l  w e r e  c o n d u c t e d  
u s i n g  t h e  b a c t e r i a l  BL r e a c t i o n .  B a c t e r i a l  BL o f f e r s  p e r h a p s  t h e  
g r e a t e s t  p o t e n t i a l  o f  an y  CL o r  BL s y s t e m  b e c a u s e  o f  t h e  l a r g e  num ber  o f
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e n z y m a t i c  r e a c t i o n s  t h a t  g e n e r a t e  o r  consume NADH and  c o u l d  t h e r e f o r e  be 
c o u p l e d  t o  b a c t e r i a l  BL.
I n s t r u m e n t a t i o n  u s e d  f o r  t h e  b a c t e r i a l  BL e x p e r i m e n t s  was 
e s s e n t i a l l y  t h e  same a s  was  u s e d  i n  t h e  f i r e f l y  BL e x p e r i m e n t s .  Lum ase ,  
a h i g h l y  p u r i f i e d  and  s t a b i l i z e d  p r e p a r a t i o n  o f  b a c t e r i a l  l u c i f e r a s e  and  
NADH-FMN o x i d o r e d u c t a s e  w s u s e d  a s  t h e  BL r e a g e n t  s e n s i t i v e  t o  NADH.
The i m p o r t a n t  f e a t u r e s  o f  t h e  b a c t e r i a l  BL c o u p l e d  r e a c t i o n  f o r  NADH 
w e r e  d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r  1. F o r  e a r l y  e x p e r i m e n t s ,  Lumase was 
r e c o n s t i t u t e d  w i t h  3.0 mL o f  0.1 M p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 6.9 .  The 
p h o s p h a t e  b u f f e r  c o n t a i n e d  4.6 p g /m L  FMN and 0.017% d e c a n a l .  S o l u t i o n s  
c o n t a i n i n g  d e c a n a l  w e r e  made by d i l u t i n g  a  s t o c k  s o l u t i o n  o f  1% d e c a n a l  
i n  m e t h a n o l .  T h i s  b u f f e r  w i t h  FMN and a l d e h y d e  was a l s o  u s e d  a s  d i l u e n t  
f o r  NADH s a m p l e s  and  a s  a b l a n k  s o l u t i o n  i n  t h e  f l o w  s y s t e m .  T h i s  
a r r a n g e m e n t  was c h a n g e d  i n  l a t e  e x p e r i m e n t s ,  h o w e v e r .
Fo r  t h e  f i r s t  e x p e r i m e n t s  w i t h  b a c t e r i a l  BL, Lumase r e a g e n t  ( w i t h  
ad d e d  a l d e h y d e  and  FMN) was l o a d e d  i n  t h e  r e a g e n t  c e l l  w h i l e  e i t h e r  
b u f f e r  o r  NADH s a m p l e  was pumped t h r o u g h  t h e  s p i r a l  c h a n n e l .  B e cause  
o f  t h e  p o o r  s o l u b i l i t y  o f  d e c a n a l  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n s ,  t h e  b u f f e r  and  
s a m p l e  s o l u t i o n s  w e r e  q u i t e  t u r b i d .  S i n c e  d e c a n a l  t e n d e d  t o  f l o a t  t o  
t h e  t o p  o f  s o l u t i o n ,  t h e  s o l u t i o n s  w e r e  s h a k e n  o c c a s i o n a l l y .
F i g u r e  3 - 1 6  shows a t y p i c a l  i n t e n s i t y  v s  t i m e  c u r v e  f o r  i n j e c t i o n  
o f  100 ^jL o f  0.1 mM NADH i n t o  200 yh  o f  Lumase  r e a g e n t ,  m e a s u r e d  on an  
Aminco p h o t o m e t e r .  A g a i n ,  p r e c i s i o n  o f  r e p l i c a t e  i n j e c t i o n s  was p o o r ,  
b u t  t h e  r e s u l t s  w e r e  s u f f i c i e n t  t o  g i v e  a n  i d e a  o f  t h e  s p e e d  o f  t h e  
r e a c t i o n .  No te  i n  F i g u r e  3 -1 6  t h a t  t h e  f a i r l y  r a p i d  r i s e  t o  maximum 




F i g u r e  3 - 1 6 .  P h o t o m e t e r  i n j e c t i o n  o f  a p p r o x .  100 juL o f  10- ^ M NADH i n t o  
100 jiL LUMASE b a c t e r i a l  BL r e a g e n t .
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d e c r e a s e  i n  i n t e n s i t y  w h i c h  i n  t u r n  i s  f o l l o w e d  by a l o n g - l i v e d  p l a t e a u  
and  v e r y  g r a d u a l  d e c a y  t o  t h e  b a s e l i n e s .
A r e p r e s e n t a t i v e  s c a n  f o r  s t e a d y  s t a t e  m e a s u r e m e n t s  i n  t h e  two 
p h a s e  f l o w  s y s t e m  i s  shown i n  F i g u r e  3 - 1 7 .  S e v e r a l  o b s e r v a t i o n s  c a n  be 
made f r o m  t h e  s t e a d y  s t a t e  e x p e r i m e n t s .  From T a b l e  3 - 9  i t  i s  a p p a r e n t  
t h a t  r e s p o n s e  t i m e  i s  a  f u n c t i o n  o f  NADH c o n c e n t r a t i o n .  Lower 
c o n c e n t r a t i o n s  seem t o  g i v e  f a s t e r  r e s p o n s e  t i m e s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  
t h e  o v e r a l l  k i n e t i c s  o f  t h e  p r o c e s s  a r e  n o t  f i r s t  o r d e r  i n  NADH. The 
r e s p o n s e  t i m e s  a r e  e n c o u r a g i n g ,  h o w e v e r ,  s i n c e  t h e  d a t a  a r e  f o r  Lumase 
r e a g e n t  w i t h  no a n a l y t e - c o n s u m i n g  enzyme.  The b a c t e r i a l  s y s t e m  r e s p o n d s  
f a s t e r  t h a n  t h e  u n m o d i f i e d  f i r e f l y  s y s t e m .
I t  i s  d i f f i c u l t  t o  make any  s t a t e m e n t s  r e g a r d i n g  t h e  l i n e a r i l y  of  
s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t y  a s  a f u n c t i o n  o f  NADH c o n c e n t r a t i o n  b e c a u s e  o f  a 
s e v e r e  s i g n a l  i n t e n s i t y  d e c a y  p r o b l e m .  T h i s  s i g n a l  d e c a y  f r o m  one 
r e p l i c a t e  t o  t h e  n e x t  w as  s i m i l a r  t o  t h a t  o b s e r v e d  w i t h  t h e  f i r e f l y  
s y s t e m ,  t h o u g h  m ore  p r o n o u n c e d .  The l o s s  o f  s i g n a l  b e t w e e n  c o n s e c u t i v e  
r e p l i c a t e s  was o f t e n  on t h e  o r d e r  o f  10% o r  more  ( T a b l e  3 - 1 0 ) .  I n  
a d d i t i o n ,  d u r i n g  some e x p e r i m e n t a l  r u n s  t h e  s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t y  f o r  a 
g i v e n  t r i a l  t e n d e d  t o  d e c a y .  T h i s  l a t t e r  e f f e c t  was n o t  o b s e r v e d  i n  t h e  
f i r e f l y  s y s t e m .
The s y s t e m  was so m e w h a t  l e s s  s e n s i t i v e  t o  NADH t h a n  ha d  b e e n  hoped ,  
w i t h  a d e t e c t i o n  l i m i t  f o r  NADH e s t i m a t e d  t o  be  o n l y  s l i g h t l y  b e l o w  1 jiM 
u s i n g  f r e s h  s a m p l e  and  r e a g e n t  s o l u t i o n s .
The f a c t  t h a t  r e s p o n s e  t i m e  seem ed  t o  be  c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n t  
was d i s a p p o i n t i n g ,  b u t  t h e  b i g g e s t  p r o b l e m  e n c o u n t e r e d  was t h e  r a t h e r  
r a p i d  de c a y  o f  s i g n a l  i n t e n s i t y  f r o m  r e p l i c a t e  t o  r e p l i c a t e .  





F i g u r e  3 - 1 7 .  S t e a d y  s t a t e  r e s p o n s e  o f  b a c t e r i a l  BL i n  tw o  p h a s e  f l o w  
s y s t e m .  Sample  was 10“ ^ M NADH. Flow r a t e  = 1 mL/min.
132
Table 3-9
90% r i s e  and  f a l l  t i m e s  a s  a  f u n c t i o n  o f  NADH c o n c e n t r a t i o n  f o r  
b a c t e r i a l  BL i n  two p h a s e  f l o w  s y s t e m  o e p r a t e d  a t  1 m L / m i n u t e .  
Sample  c o n t a i n e d  FMN and d e c a n a l .
[NADH] 90% R i s e  Time 90% F a l l  Time
St1©H M 2 . 7 m in 2 . 7 m in
10 -5 M 2 min 2 . 2 min
1C- 6 M 1 m in 1 m in
Table 3-10
S i g n a l  d e c a y  i n  two p h a s e  f l o w  s y s t e m  u s i n g  b a c t e r i a l  BL 
w i t h  a  s i n g l e  m i x e d - r e a g e n t  r e s e r v o i r
Loss  i n  I n t e n s i t y  From 
One R e p l i c a t e  t o  t h e  N e x t ,  
E x p r e s s e d  a s  % o f  
Number I s s  mv F i r s t  o f  a  P a i r
1 82 —
2 71 -13%
3 69 -  3
4 65 -  6
5 61 -  6
6 56 -  7
7 48 - 1 6
8 41 - 1 5
9 36 - 1 0
A l l  d a t a  f o r  10“ ^ M NADH ( f r e s h  s o l u t i o n ) .
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w i t h  warm t e m p e r a t u r e s  i n s i d e  t h e  c e l l  a nd  m e c h a n i c a l  s t i r r i n g ,  s u c h  a 
l a r g e  d e c a y  w o u ld  n o t  be  e x p e c t e d .  I n i t i a l l y ,  i t  was t h o u g h t  t h a t  NADH 
d e c o m p o s i t i o n  i n  t h e  s a m p l e  s o l u t i o n  c o u l d  be  one  o f  t h e  p r o b l e m s ,  s i n c e  
NADH i s  n o t  p a r t i c u l a r l y  s t a b l e  i n  s o l u t i o n .  P r e p a r a t i o n  and  i m m e d i a t e  
u s e  o f  f r e s h  10 uM NADH f r o m  a r e f r i g e r a t e d  s t o c k  s o l u t i o n  d i d  n o t  
c h a n g e  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  d e c a y .  The o b s e r v e d  r a t e  o f  d e c o m p o s i t i o n  
o f  a  s i n g l e  b u f f e r e d  NADH s o l u t i o n  a s  m e a s u r e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  a t  
340 nm i s  p l o t t e d  i n  F i g u r e  3 - 1 8 .  Such a  r a t e ,  w h i c h  c o r r e s p o n d s  t o  a 
l o w e r i n g  o f  NADH c o n c e n t r a t i o n  o f  a b o u t  2% p e r  h o u r ,  d o e s  n o t  a c c o u n t  
f o r  t h e  l a r g e  d e c a y s  s e e n  i n  t h e  BL f l o w  s y s t e m .
V i s u a l  o b s e r v a t i o n  o f  t h e  s a m p l e  and  b u f f e r  s o l u t i o n s  g a v e  a c l u e  
t o  a  p o s s i b l e  c a u s e  o f  t h e  s i g n a l  l o s s  p r o b l e m .  As m e n t i o n e d  
p r e v i o u s l y ,  t h e  b u f f e r  s o l u t i o n  ( a n d ,  t h e r e f o r e ,  t h e  s a m p l e  s o l u t i o n  
w h i c h  was  d i l u t e d  w i t h  b u f f e r )  c o n t a i n e d  FMN and  d e c a n a l  and  was q u i t e  
t u r b i d  b e c a u s e  o f  t h e  d e c a n a l .  A f t e r  a n  h o u r  o r  so  o f  e x p e r i m e n t a t i o n ,  
h o w e v e r ,  i t  was  n o t i c e d  t h a t  t h e s e  s o l u t i o n s  becam e i n c r e a s i n g l y  c l e a r .  
The l o n g e r  t h e  s o l u t i o n  w as  a l l o w e d  t o  s t a n d ,  t h e  g r e a t e r  t h e  d e g r e e  o f  
c l a r i f i c a t i o n .  S h a k i n g  o r  s t i r r i n g  d i d  n o t  r e s t o r e  t h e  t u r b i d i t y .  
S o l u t i o n s  s t o r e d  i n  t h e  d a r k  seem ed  t o  c l a r i f y  m ore  s l o w l y  t h a n  t h o s e  
e x p o s e d  t o  a m b i e n t  l i g h t ,  i n d i c a t i n g  a p o s s i b l e  p h o t o c h e m i c a l  r e a c t i o n .  
T h i s  l o s s  o f  t u r b i d i t y  s u g g e s t e d  t h a t  s o m e t h i n g  was h a p p e n i n g  i n  t h e  
s o l u t i o n  t o  consume t h e  d e c a n a l .  The c o n c e n t r a t i o n s  o f  NADH and FMN 
c o u l d  a l s o  h a v e  b e e n  c h a n g i n g ,  a l t h o u g h  t h i s  o b v i o u s l y  c o u l d  n o t  be  
d e t e r m i n e d  s i m p l y  f ro m  o b s e r v a t i o n .  The r e a s o n s  f o r  t h e  a p p a r e n t  
c o n s u m p t i o n  o f  d e c a n a l  w e r e  unknown.
A v e r y  s h o r t  e x p e r i m e n t  p r o v i d e d  f u r t h e r  e v i d e n c e  t h a t  c o n s u m p t i o n  
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Time,  m l n u i e e
F i g u r e  3 - 1 8 .  P l o t  s h o w i n g  d e g r a d a t i o n  o f  NADH o v e r  t i m e ,  a s  m e a s u r e d  by 
a b s o r b a n c e  a t  340 nm.
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o f  a  s t e a d y  s t a t e  e x p e r i m e n t  i n  w h i c h  t h e  s i g n a l  i n t e n s i t y  was 
d e c r e a s i n g  by a b o u t  1 0 % f o r  e a c h  c o n s e c u t i v e  a l i q u o t  o f  s a m p l e ,  600 jiL 
a l i q u o t s  o f  1% d e c a n a l  i n  m e t h a n o l  w e r e  a d d e d  t o  t h e  s a m p l e  s o l u t i o n  
b e f o r e  e a c h  t r i a l .  T h i s  i n c r e a s e d  t h e  t u r b i d i t y  and  r e s u l t e d  i n  s i g n a l s  
t h a t  d i d  n o t  show t h e  d e c r e a s e  i n  i n t e n s i t y  f r o m  one  r e p l i c a t e  t o  t h e  
n e x t  a s  ha d  p r e v i o u s  s t e a d y  s t a t e  m e a s u r e m e n t s .  B e cause  t h e  f r e s h  
a d d i t i o n s  o f  d e c a n a l  s eem ed  t o  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e  t h e  s i g n a l  d e c a y  
p r o b l e m  i t  was a p p a r e n t  t h a t  somehow d e c a n a l  was d e c o m p o s i n g  o r  b e i n g  
consumed when s o l u t i o n s  w e r e  a l l o w e d  t o  s t a n d .
A l t h o u g h  t h e  n a t u r e  o f  d e c a n a l  c o n s u m p t i o n  was n o t  u n d e r s t o o d ,  i t  
was  s u s p e c t e d  t h a t  t h e r e  may h a v e  b e e n  some i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  
v a r i o u s  c o m pone n t s  o f  t h e  s a m p l e  s o l u t i o n  t h a t  was r e s p o n s i b l e  f o r  
d e c a n a l  d e c o m p o s i t i o n ,  as  w e l l  a s  p o s s i b l e  c o n s u m p t i o n  o f  FMN a n d / o r  
NADH. To d e t e r m i n e  i f  t h e r e  was i n d e e d  a n  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  s o l u t i o n  
c o m p o n e n t s ,  a new f l o w  s y s t e m  was  d e s i g n e d  ( F i g u r e  3 - 1 9 ) .  The 
m o d i f i c a t i o n s  a l l o w e d  FMN, d e c a n a l ,  and NADH t o  be  s t o r e d  i n  s e p a r a t e  
v e s s e l s  and  m ixed  i n  t h e  f l o w  s y s t e m .  T h i s  way,  c o m p o n e n t s  w o u l d  n o t  be  
m ix e d  u n t i l  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  t h e y  w e r e  n e e d e d .  H o p e f u l l y ,  any 
d e s t r u c t i v e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  co m p o n e n t s  w o u l d  be s l o w  e nough  t o  be  
u n n o t i c i b l e  w i t h  t h e  r a p i d  m i x i n g  and  s u b s e q u e n t  u se  i n  t h e  BL r e a c t i o n .  
The d e c a n a l  r e s e r v o i r  was m a g n e t i c a l l y  s t i r r e d  t o  m a i n t a i n  a  hom ogeneous  
d i s p e r s i o n  o f  d e c a n a l  i n  t h e  a q u e o u s  s o l u t i o n .  The FMN r e s e r v o i r  was 
l o o s e l y  c o v e r e d  w i t h  b r o w n  p a p e r  t o  r e d u c e  a m b i e n t  l i g h t  i n c i d e n t  on  t h e  
s o l u t i o n .
I n  t h i s  s y s t e m ,  C o l e - P a r m e r  7013 pump h e a d s  w i t h  6408-41  t u b i n g  
w e r e  u s e d  on  a C o l e - P a r m e r  p e r i s t a l t i c  pump m o t o r .  The FMN 
c o n c e n t r a t i o n  was 16 -20  mg/L  and d e c a n a l  c o n c e n t r a t i o n  was  a p p r o x i m a t e l y
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F i g u r e  3 - 1 9 .  F i n a l  tw o  p h a s e  f l o w  s y s t e m  f o r  b a c t e r i a l  BL. A: FMN 
s o l u t i o n ;  B: s t i r r e d  d e c a n a l  s o l u t i o n ;  C: NADH s a m p l e  
s o l u t i o n  ( o r  b l a n k  b u f f e r ) ;  D: Rheodyne  4 - w a y  i n j e c t i o n  
v a l v e  ( f o r  f l o w  i n j e c t i o n  e x p e r i m e n t s ) ;  E: tw o  p h a s e  f l o w  
c e l l ;  F: s y r i n g e  f o r  i n j e c t i o n  o f  s a m p l e  ( f l o w  i n j e c t i o n  
mode)  .
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0.068% v / v .  B o th  s o l u t i o n s  w e r e  made w i t h  0.1 M p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 
6.9 .  T h i s  f l o w  s y s t e m  w i l l  p r o d u c e  an  FMN c o n c e n t r a t i o n  o f  4 mg/ML and 
d e c a n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0.017% a t  t h e  c e l l  i n t e r f a c e .  A f l o w  r a t e  o f  
a b o u t  0 .8  m L / m i n u t e  p e r  c h a n n e l  was u s e d  t o  g i v e  a t o t a l  f l o w  r a t e  
t h r o u g h  t h e  c e l l  o f  a b o u t  2 .4  m L / m i n u t e .  T h i s  was t h e  s l o w e s t  f l o w  r a t e  
t h a t  c o u l d  be  u s e d  w i t h  7013 pump h e a d s  and  6408-41  t u b i n g  w i t h o u t  
c a u s i n g  o v e r h e a t i n g  o f  t h e  pump m o t o r .
Fo r  s t e a d y  s t a t e  m e a s u r e m e n t s  w i t h  t h e  t h r e e  c h a n n e l  f l o w  s y s t e m ,  
s w i t c h i n g  f ro m  b a c k g r o u n d  t o  s a m p l e  s o l u t i o n  was  s i m p l y  a c c o m p l i s h e d  by 
i n s e r t i n g  t h e  t h i r d  c h a n n e l ' s  t u b i n g  i n t o  t h e  a p p r o p r i a t e  r e s e r v o i r ,  as  
i n  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s .  The s a m p l e  s o l u t i o n s  w e r e  r e f r i g e r a t e d  b e t w e e n  
t r i a l s  t o  m i n i m i z e  any  p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  NADH d e g r a d a t i o n .
M ix in g  t h e  c o m p o n e n t s  i n  t h e  f l o w  s y s t e m  p r o v i d e d  much b e t t e r  
r e s u l t s  i n  t e r m s  o f  s i g n a l  l o s s  b e t w e e n  r e p l i c a t e s  t h a n  d i d  t h e  
e x p e r i m e n t s  u s i n g  one  s a m p l e  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  NADH, FMN, and  d e c a n a l .  
D a ta  f o r  a r e p r e s e n t a t i v e  s e t  o f  r e p l i c a t e s ,  c o l l e c t e d  i n  T a b l e  3 - 1 1 ,  
i l l u s t r a t e s  t h i s  i m p r o v e m e n t .  S i g n a l  d e c a y  was n o t  a p r o b l e m  i n  t h e s e  
e x p e r i m e n t s  u n t i l  t h e  s y s t e m  had  b e e n  i n  u s e  f o r  t h r e e  t o  f o u r  h o u r s .  
A f t e r  t h i s  l e n g t h  o f  t i m e ,  t h e  i n t e n s i t i e s  s t a r t  t o  d r o p  f ro m  one  
r e p l i c a t e  t o  t h e  n e x t .  A l o s s  o f  s i g n a l  a f t e r  t h i s  l e n g t h  o f  t i m e  i s  
n o t  t o o  s u p r i s i n g ,  and  c o u l d  be c a u s e d  by t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  o f  t h e  
o x i d o r e d u c t a s e  a n d / o r  l u c i f e r a s e  e nz ym e s .  Both  e nz ym e s ,  t h o u g h  
s t a b i l i z e d  by o t h e r  c o m p o n e n t s  o f  t h e  Lumase  r e a g e n t ,  a r e  r a t h e r  h e a t  
l a b i l e .  A f t e r  t h r e e  h o u r s  o f  o p e r a t i o n ,  t h e  c e l l  becomes  q u i t e  warm, as  
m e n t i o n e d  i n  t h e  f i r e f l y  BL s e c t i o n .  M e c h a n i c a l  d e n a t u r a t i o n  o f  t h e  
enzymes  by t h e  m a g n e t i c  s t i r r i n g  b a r  a l s o  c o u l d  be p a r t i a l l y  r e s p o n s i b l e  
f o r  t h e  b r e a k d o w n  o f  t h e  s y s t e m  a f t e r  s e v e r a l  h o u r s .
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Table 3-11
R e p l i c a t e  s t e a d y  s t a t e  m e a s u r e m e n t s  i n  two p h a s e  f l o w  s y s t e m  
u s i n g  s e p a r a t e  r e a g e n t  and  sam ple  r e s e r v o i r s .
D a ta  f o r  5 x  10“ ® M NADH.
R e p l i c a t e  Number I n t e n s i t y  o f  S t e a d y  S t a t e  S i g n a l
1 1 9 . 4  mv
2 2 0 . 6
3 2 0 . 6
4 2 0 . 6
5 2 0 . 6
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W i t h  t h e  t h r e e - c h a n n e l  s y s t e m ,  a s  w i t h  t h e  s i n g l e  c h a n n e l  s y s t e m ,  
r e s p o n s e  t i m e  seem s  t o  i n c r e a s e  s l i g h t l y  w i t h  NADH c o n c e n t r a t i o n .  Mean 
90% r i s e  t i m e s  t o  t h e  s t e a d y  s t a t e  a s  a f u n c t i o n  o f  c o n c e n t r a t i o n  o f  
NADH a r e  c o l l e c t e d  i n  T a b l e  3 - 1 2 .  The 90% f a l l  t i m e s  a r e  s l i g h t l y  
l o n g e r  t h a n  t h e  r i s e  t i m e s .
The s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t y  as  a f u n c t i o n  o f  NADH c o n c e n t r a t i o n  was 
o n l y  i n v e s t i g a t e d  o v e r  a l i m i t e d  r a n g e  o f  NADH c o n c e n t r a t i o n s  b e c a u s e  o f  
t h e  l i m i t e d  u s e f u l  l i f e t i m e  o f  t h e  Lumase r e a g e n t  i n  t h e  c e l l .  The 
r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  c o n c e n t r a t i o n  and  s t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t y  o v e r  t h e  
r a n g e  s t u d i e d  i s  f a i r l y  l i n e a r ,  b u t  i t  m u s t  be r e m e m b e r e d  t h a t  t h i s  i s  a 
s m a l l  r a n g e  o f  c o n c e n t r a t i o n s .  T y p i c a l  d a t a  a r e  c o l l e c t e d  i n  T a b l e  3 - 1 3  
and  p l o t t e d  i n  F i g u r e  3 - 2 0 .  The e s t i m a t e d  d e t e c t i o n  l i m i t  f o r  t h e  
s y s t e m  a s  d e s c r i b e d  h e r e  i s  s l i g h t l y  b e l o w  10- ^ M NADH i n  t h e  s a m p l e  
s o l u t i o n .  T h i s  c o r r e s p o n d s  t o  an  NADH c o n c e n t r a t o n  o f  a b o u t  3 x  10“ ^ M 
when t h e  s a m p l e  r e a c h e s  t h e  c e l l .  R e p r o d u c i b i l i t y  o f  s t e a d y  s t a t e  
i n t e n s i t i e s  f o r  s u c c e s s i v e  r e p l i c a t e s ,  a s  shown i n  T a b l e  3 - 1 3 ,  was 
a d e q u a t e ,  b u t  n o t  g r e a t .
A few  s h o r t  e x p e r i m e n t s  i n  a f l o w  i n j e c t i o n  mode w e r e  p e r f o r m e d ,  
u s i n g  t h e  m a n u a l l y  a c t u a t e d  Rheodyne  v a l v e  p o s i t i o n e d  a s  shown i n  F i g u r e  
3 - 1 9 .  B u f f e r  s o l u t i o n  f l o w e d  i n  t h e  s a m p l e  c h a n n e l  w h i l e  t h e  o t h e r  
c h a n n e l s  w e r e  a s  i n  t h e  s t e a d y  s t a t e  e x p e r i m e n t s .  The r e s u l t s  w e r e  
e n c o u r a g i n g ;  some r e p r e s e n t a t i v e  d a t a  f o r  i n j e c t i o n  o f  1 x  10“ ^ M NADH 
u s i n g  a  500 jiL s a m p l e  l o o p  a r e  c o l l e c t e d  i n  T a b l e  3 - 1 4 .  W h i l e  t h e  
s y s t e m  a s  d e s c r i b e d  d o e s  seem t o  w o r k  r e a s o n a b l y  w e l l  i n  a f l o w  
i n j e c t i o n  mode, t h e r e  a r e  s e v e r a l  f a c t o r s  t h a t  w o u ld  seem t o  be 
c o n t r a i n d i c a t i o n s  t o  i t s  r o u t i n e  u se  a s  a c l i n i c a l  m e t h o d  w i t h o u t  some 
m o d i f i c a t i o n s .  F a i r l y  l a r g e  s a m p l e s  a r e  r e q u i r e d  and  t h e  p e a k s  a r e
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T a b l e  3 - 1 2
Mean 90% r i s e  t i m e s  as  a  f u n c t i o n  o f  NADH c o n c e n t r a t i o n  i n  
two  p h a s e  f l o w  s y s t e m  u s i n g  b a c t e r i a l  BL; 
s e p a r a t e  r e a g e n t  and s a m p le  r e s e r v o i r s
[NADH] Mean 90% R i s e  Time
1 x 10“ ^ M 1 . 5  m in
5 x 10" 6 1 . 9 2
1 x 10" 5 1 . 9 5
1 x  1 0 “ 5 2 . 1 0
1 x  1 0 " 4  2 . 6
Table 3-13
S t e a d y  s t a t e  i n t e n s i t y  a s  a  f u n c t i o n  o f  NADH c o n c e n t r a t i o n ;  
two p h a s e  f l o w  c e l l  u s i n g  Lumase r e a g e n t
[NADH] Mean I sg RSD f o r  R e p l i c a t e s
1 jiM 3 .7  mv 6
5 2 0 .4 3
10 3 9 .2 5
50 177.3 5

























2 1 0 . 0
180.0
150.0





2 0 . 00 . 0 1 0 . 0 30.0 50.040.0
CMADH] jjl
F i g u r e  3 - 2 0 .  S t a n d a r d  c u r v e  f o r  a  l i m i t e d  number  o f  NADH s t a n d a r d s  i n  
t h e  two p h a s e  f l o w  s y s t e m .
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Table 3-14
R e s u l t s  f rom  b a c t e r i a l  BL i n  two p h a s e  f l o w  s y s t e m  
o p e r a t e d  i n  a f l o w  i n j e c t i o n  mode
R e p l i c a t e  P e a k  Time t o  Reach
Number H e i g h t  W!s ^ b a s e  P e a k  Maximum
1 284 mv 1 . 3 4  m in  4 . 3  m in  47 se c
2 267 1 .2 0  4 . 3  45
3 276 1 . 3 4  5 . 0  43
4 272 1 . 3 4  4 . 7  43
5 276 1 .3 0  4 . 7  43
m ea n s :  273 1 .3 0  4 . 6  44
RSD: 2.7% 4.4% 7% 4%
Mh = w i d t h  a t  h a l f - h e i g h t  
^ b a s e  = wi d t h  a t  b a s e  o f  p e a k
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r a t h e r  w i d e  ( T a b l e  3 - 1 4 ) .  Pe a k  w i d t h  w o u ld  s e v e r e l y  l i m i t  s a m p l i n g  
r a t e .  S i n c e  t h i s  s y s t e m  ha d  n o t  b e e n  d e s i g n e d  s p e c i f i c a l l y  f o r  f l o w  
i n j e c t i o n  m e t h o d o l o g y ,  and  no a t t e m p t s  w e r e  made t o  o p t i m i z e  t h e  s y s t e m ,  
i t  i s  n o t  u n r e a s o n a b l e  t o  a s su m e  t h a t  a more  e f f i c i e n t  f l o w  i n j e c t i o n  
s y s t e m  c o u l d  be d e s i g n e d  t o  make u s e  o f  t h e  b a c t e r i a l  BL r e a c t i o n  i n  t h e  
two  p h a s e  f l o w  c e l l .
The r e s u l t s  o f  t h e  b a c t e r i a l  BL e x p e r i m e n t s  i n  t h e  two  p h a s e  f l o w  
c e l l  show t h a t  t h e r e  i s  t h e  p o t e n t i a l  t o  d e v e l o p  s e v e r a l  i n t e r e s t i n g  
a n a l y t i c a l  s y s t e m s  b a s e d  on t h e  tw o  p h a s e  CL a p p r o a c h .  The r e s u l t s  w i t h  
b a c t e r i a l  BL w e r e  e n c o u r a g i n g .  I t  was n o t  n e c e s s a r y  t o  add  a n  NADH- 
c o n s u m in g  enzyme,  a l t h o u g h  s u c h  an enzyme c o u l d  be u s e d  i f  f a s t e r  
r e s p o n s e  t i m e s  w e r e  d e s i r e d .  The d e t e c t i o n  l i m i t  f o r  NADH was n o t  a s  
low a s  had b e e n  h o p e d ,  e s p e c i a l l y  i n  c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  ATP r e s u l t s .  
T h i s  w ou ld  l i m i t  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  a d d i n g  an  NADH-consuming enzyme t o  
i n c r e a s e  r e s p o n s e  t i m e  s i n c e  i t  w o u ld  n e c e s s a r i l y  i n v o l v e  a  l o s s  of  
s i g n a l .
K e e p in g  t h e  d e c a n a l ,  FMN, and  NADH s e p a r a t e  u n t i l  t h e y  m ix  i n  t h e  
f l o w  s y s t e m  seems t o  be t h e  key  t o  a s s u r i n g  s t a b l e  r e s p o n s e  w i t h  t i m e .  
The r e a s o n s  t h i s  i s  so ,  p r e s u m a b l y  b e c a u s e  o f  some i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
FMN, a l d e h y d e  and  p o s s i b l y  NADH, a r e  n o t  u n d e r s t o o d  and w e r e  n o t  f u r t h e r  
i n v e s t i g a t e d .
I t  i s  c l e a r  f r o m  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e  t h a t  t h e  two p h a s e  f l o w  
c e l l  o f f e r s  a f e a s i b l e  a p p r o a c h  t o  a n a l y s i s  b a s e d  on f i r e f l y  and 
b a c t e r i a l  BL, a l t h o u g h  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  w ou ld  be  r e q u i r e d  i n  o r d e r  
t o  d e v e l o p  a  r o u t i n e l y  u s e f u l  and e f f i c i e n t  a n a l y t i c a l  m e th o d .
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S o l u t i o n  o f  E x p r e s s i o n  f o r
E q u a t i o n  3.3 c a n  b e  s o l v e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  m a n n e r  t o  o b t a i n  t h e  e x p r e s s  
f o r  g i v e n  i n  e q u a t i o n  3 . 4 .
dCi
—  = K(C - C ^ - K j C i  ( 3 . 3 )
d t
E q u a t i o n  3 . 3  c a n  be  r e a r r a n g e d  t o
dC£
—  = KC - ( K + K j J C i  ( A . l )
d t
o r ,  dCL = [KC0 - (K+K1 ) C i ] d t  ( A . 2)
E q u a t i o n  A.2 c a n  be  s o l v e d  by s e p a r a t i n g  t h e  v a r i a b l e s  i n  o r d e r  t o  h a v e  
t e r m s  i n v o l v i n g  c om bine d  f o r  t h e  p u r p o s e s  o f  i n t e g r a t i o n :
dCi
d t  ( A . 3)
KC0 - (K+K1 )C i
l e t t i n g  u = KCo- (K -K ^ )C £  ( A . 4)




- 1  du
so t h a t  A . 3 becomes --------  —  = d t  ( A . 5)
K+iq u
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F r o m  A.4 a n d  t h e  i n i t i a l  c o n d i t i o n s  (C^ = 0 a t  t  = 0 ) ,  i t  c a n  b e  s h o w n  
t h a t  u = KCq-(K+Kj ) w i l l  h a v e  p o s i t i v e  v a l u e s ,  so t h a t  u = u and 
A . 5 t h e n  g i v e s :
- 1
  I n  u = t+C ( A . 6)
K+Kx
- 1
o r ,    ln [K CQ-(K+K1 ) C i ] = t+C ( A . 7)
K+iq
The i n i t i a l  c o n d i t i o n s  a l l o w  e v a l u a t i o n  o f  t h e  c o n s t a n t  o f  i n t e g r a t i o n  C:
- 1
c =   lnKC0 ( A . 8)
K+Kx
- 1  1
t h u s ,    ln [K C0-(K +K1) C i ] = t --------- lnKCQ ( A . 9)
K+K]_ K+Kx
E q u a t i o n  A . 9 can  be r e a r r a n g e d  and  s o l v e d  f o r  C^:
1
 [ I n  KC0- l n ( K C 0-(K+K1 ) C i ] = t  ( A . 10)
K+Ki
KCol n   = (K+Kx ) t  ( A . 11)
k c0 - (k+k1 ) Ci
KCo ( K + K , ) t
-------------   = e ( A . 12)
KCQ-(K+K1 )C i  
KCo-(K+K1 ) C i  = -(K+Kx ) t
( A . 13)
KCo
(K+Kx) -(K +Kx) t  (K
1-------------------- = e 1 ( A . 14)
Kco
c , .  ( 3 . 4 )
K+Kj
